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Riassunto 
Parole chiave: Marbofloxacina, Enrofloxacina, tartaruga Trachemis Scripta, Pogona Vitticeps, 
intracelomatica, intramuscolare, farmacocinetica, farmacodinamica. 
La marbofloxacina e la enrofloxacina sono due fluorochinoloni usati in medicina veterinaria. Lo 
scopo dello studio è stato di valutare il loro profilo PK/PD in tartarughe e pogona Vitticeps. Tre 
diversi dosaggi (0,4; 2,0 e 10,0 mg/kg) di marbofloxacina sono stati somministrati come singola 
iniezione intracelomatica in 3 gruppi di 8 tartarughe (Trachemis Scripta) ciascuno. 
L’enrofloxacina 10 mg/kg è stata somministrata come singola iniezione intramuscolare in un 
gruppo di 8 Pogona Vitticeps. Prelievi ematici sono stati eseguiti a tempi predeterminati e le 
concentrazioni ematiche dei farmaci determinate attraverso l’HPLC con detector fluorimetrico. 
Dai risultati dei due studi si evince che entrambi i principi attivi hanno andamenti cinetici molto 
differenti da quelli riportati nei mammiferi. I rispettivi indici PK/PD sono comunque sufficienti 
all’eradicazione batterica dei più comuni germi patogeni in queste specie. 
 
Abstract 
Key words: Marbofloxacin, Enrofloxacin, turtles Trachemis Scripta, Pogona Vitticeps, 
intracoelomic, intramuscolar, pharmacokinetic, pharmacodynamic. 
Marbofloxacin and Enrofloxacin are two fluoroquinolones used in veterinary medicine. The goal 
of this study has been to evaluate profile PK/PD in turtles and Pogona Vitticeps. Three different 
dosages (0,4 2,0 e 10,0 mg/kg) of Marbofloxacin were administered like a single intracoelomic 
injection in three groups of eight turtles (Trachemis Scripta) each one. Enrofloxacin (10 mg/kg) 
was administered like a single intramuscular injection in a group of eight adult dragons (Pogona 
Vitticeps). Blood samples were collected at defined times and blood concentrations were 
evaluated through HPLC analysis having a fluorimetric detector. Results show that both drugs 
possess very different kinetic profiles with respects to that showed in mammals. However PK/PD 
index are able to lead to bacterial eradication of the most common pathogens of these species.
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1.1 I CHINOLONI E FLUOROCHINOLONI 
 
Figura 1: struttura chimica dei chinoloni 
 
I chinoloni (Fig.1) appartengono ad una classe di farmaci chemioterapici antibatterici di 
sintesi in continua evoluzione. La struttura fondamentale della maggior parte dei 
chinoloni è rappresentata dall’anello naftiridinico e da quello 4-ossichinolinico (Fig.2) 
(Bassetti, 2001). 
 
DERIVATI NAFTIRIDINICI e 4-OSSICHINOLONICI 
 
 
 
 
Figura 2: Derivati naftiridinici e 4-ossichinolonici 
 
Il capostipite di questa famiglia è l’acido nalidissico, antisettico urinario prodotto dalla 
sintesi della clorochina (Fig.3), una delle molte sostanze studiate negli USA contro la 
malaria subito dopo la 2° guerra mondiale (Ferrara&Pozzi, 2004).  
 Acido ossolinico 
 Ciprofloxacina 
 Ofloxacina 
 Norfloxacina 
Derivato naftiridinico Derivato 4-ossichinolonico 
 Acido nalidissico 
 Acido pipemidico 
 Acido piromidico 
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Clorochina      Acido nalidissico 
Figura 3: Dalla clorochina all’acido nalidissico 
 
Ad esso hanno fatto seguito altri farmaci (acido ossolinico, acido piromidico) con 
caratteristiche praticamente sovrapponibili, il cui impiego era limitato alle infezioni del 
tratto urinario perché non in grado di raggiungere concentrazioni plasmatiche efficaci. 
Successive modifiche alla struttura molecolare dell’acido nalidissico ne hanno allargato 
lo spettro di attività antibiotica e modificato la farmacocinetica (Joseph&Blondeau, 
2004). 
Sono attualmente presenti in commercio quattro generazioni di chinoloni distinti in base 
al loro sito e spettro d'azione: 
 I generazione: La prima generazione comprende l’acido nalidissico (struttura 
naftiridinica), l’acido ossolinico (nucleo chinolinico), la cinossacina (nucleo 
cinolinico) e l’acido piromidico. Sono attivi esclusivamente contro batteri gram 
negativi non particolarmente resistenti, usati esclusivamente per le infezioni delle 
vie urinarie  
 II generazione: Hanno un ampio spettro d’ azione, efficace penetrazione cellulare, 
buona distribuzione tissutale, migliore tollerabilità rispetto alla I generazione e 
presentano un’azione sulla topoisomerasi IV responsabile dell’attività sui gram 
positivi. Sono attivi contro batteri gram positivi e negativi, anche resistenti come la 
Pseudomonas aeruginosa, usati per lo più nelle infezioni delle vie urinarie ma, in 
alcuni casi, anche per infezioni sistemiche (Artico, 2000). 
 III generazione: Presentano un atomo di fluoro in posizione 6 (fluorochinoloni). 
Questi farmaci presentano una buona biodisponibilità orale, un’aumentata attività 
antibatterica e uno spettro d’azione estremamente ampio, che spazia dai gram positivi 
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ai gram negativi comprese le specie più difficili, come Chlamydia e Micoplasmi (Choma 
et al., 2004). Presentano inoltre un’elevata capacità di diffusione tissutale nella prostata, 
nelle vie urinarie, nel tessuto osseo, polmoni, bile, tessuti molli ed elevata penetrazione 
endocellulare (Bassetti, 2001). 
 IV generazione: Presentano uno spettro allargato verso alcuni aerobi gram 
positivi (pneumococchi betalattamino-resistenti, batteri a localizzazione 
endocellulare o privi di parete), elevata biodisponibilità e elevati tempi di emivita. 
L’impiego terapeutico riguarda le infezioni respiratorie anche ad insorgenza 
comunitaria (Goodman&Gilman, 2003). 
A prescindere dal tipo di classificazione, tutti i chinoloni ed i fluorochinoloni hanno in 
comune: 
 identica modalità d’azione 
 resistenza batterica di tipo esclusivamente cromosomico 
 alcuni effetti indesiderati come: fototossicità, neurotossicità e tossicità cartilaginea, 
nausea, vomito e diarrea (Joseph&Blondeau, 2004). 
I vantaggi di questi antibiotici sono la loro rapida azione battericida contro una vasta 
gamma di batteri clinicamente importanti, un ampio spettro d’azione, una buona 
biodisponibilità, penetrazione tissutale, prolungate emivite e limitati effetti collaterali. 
(Mathews&Holde, 1998). 
In particolare, i fluorochinoloni sono i primi antibiotici interamente di sintesi; la loro 
struttura è costituita da un nucleo centrale altamente conservato, legato a gruppi 
laterali variabili nei vari derivati. 
I fluorochinoloni in medicina umana, sono efficaci nelle infezioni delle vie urinarie, anche 
quando queste sono influenzate da farmaco-resistenza. Questi farmaci sono anche 
efficaci nelle diarree batteriche causate da Shigella, Salmonella ed E. coli tossigena. Sono 
stati utilizzati nelle infezioni dei tessuti molli, ossa, articolazioni e delle vie respiratorie, 
comprese quelle causate da microrganismi resistenti a più farmaci come Pseudomonas 
ed enterobacteri (Joseph&Blondeau, 2004). 
I fluorochinoloni approvati in medicina veterinaria includono enrofloxacina, difloxacina, 
orbifloxacina e marbofloxacina. In particolare l’enrofloxacina è la molecola più usata nei 
bovini, nei suini e nel pollame (Papich&Riviere, 2009). 
Il successo dei fluorochinoloni può essere quindi riassunto schematicamente: 
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a) I fluorochinoloni costituiscono una classe di antibiotici con uno spettro d’azione 
antibatterico tra i più ampi di tutti gli antibiotici. 
b) Presentano il vantaggio di poter essere somministrati, almeno nella maggior parte dei 
casi, per via orale e di essere altrettanto efficaci, rispetto ad altri antibiotici 
somministrati per via sistemica. 
c) Sono commercialmente più economici rispetto ad altre classi di antibiotici. 
d) Presentano una bassa tossicità. 
e) Le ultime generazioni di fluorochinoloni rientrano nei protocolli clinici per la cura 
ospedaliera di malattie dell’apparato respiratorio e più in particolare alcune forme gravi 
di polmonite batterica, somministrandoli in associazione con antibiotici appartenenti ad 
altre classi di farmaci. 
f) E’ stata segnalata l’insorgenza di un certo livello di farmaco-resistenza batterica verso 
i fluorochinoloni per alcuni ceppi batterici, ma è da considerarsi, a differenza delle 
penicilline, ancora ferma a livelli di contenimento. 
Inoltre sono note da tempo a questo proposito le linee guida che prevedono l’uso di 
questi farmaci combinato con altri antibiotici per abbassare questo rischio ed elevare il 
loro spettro d’azione antibatterico. 
g) Da tempo la sperimentazione clinica ha definitivamente imposto questo gruppo di 
farmaci tra le tre principali classi di antibiotici ad ampio spettro d’azione insieme alle 
penicilline ed alle cefalosporine (Van Bambeke, 2005). 
 
CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE 
I chinoloni sono molecole anfotere che possono essere protonate sia sulla porzione 
carbossilica che sull’ammina terziaria della molecola. Non sono molto solubili, si 
presentano come zwitterioni per la presenza contemporanea dell’acido carbossilico e 
dell’ammina basica (Riley et al.,1989). 
I valori di pKa variano lievemente da farmaco a farmaco, ma generalmente il pKa del 
gruppo carbossilico varia tra 6,0 e 6,5 mentre il pKa per l’azoto del gruppo piperazinico 
varia tra 7,5 e 8,0. 
Nei chinoloni le proprietà acido-base influenzano in modo significativo la loro azione, il 
loro uso sistemico o locale e la loro farmacocinetica (volume di distribuzione, 
biodisponibilità, emivita ecc.). 
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A pH acido entrambi i gruppi si trovano protonati, mentre a pH basico l’acido carbossilico 
è sotto forma di anione. Per questo motivo i fluorochinoloni tendono ad essere più 
idrosolubili a pH acido e basico mentre a pH fisiologico presentano una minima 
idrosolubilità, abbassata ulteriormente dalla presenza di nuclei aromatici 
(Papich&Riviere, 2009). 
I chinoloni infine presentano un elevato punto di fusione che generalmente supera i 200° 
C (Brighty&Gootz, 2000). 
 
1.1.2 RELAZIONI STRUTTURA ATTIVITA’ 
Esaminando la struttura molecolare di un chinolone (Fig.4) è possibile prevedere, in 
termini generali, la sua attività antibatterica (Papich&Riviere, 2009). 
 
 
 
 
Figura 4: Relazione struttura attività dei chinoloni  
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Gli elementi strutturali indispensabili sono: 
 una piperidina condensata ad un anello aromatico (nucleo chinolico) un doppio 
chetone legato alla piperidina in posizione 4 
 un doppio legame all’interno dell’anello piperidinico in posizione 2-3 
 un gruppo carbossilico libero legato alla piperidina (in posizione 3) 
 un sostituto legato all’azoto della piperidina. 
Il sostituto in posizione C7 orienta, in linea di massima, lo spettro d’azione: un gruppo 
piperazinico potenzia l’azione contro i gram negativi, mentre un gruppo pirrolidinico 
potenzia l’azione verso i gram positivi. Il sostituto in posizione N1 modula la 
farmacocinetica e aumenta la potenza batterica (Chu et al., 1985). 
Altre modifiche strutturali di minore importanza sono le sostituzioni in posizione C8 che 
modula la farmacocinetica, e in C5 che potenzia l’attività contro i gram positivi. Il fluoro 
in posizione 6, identifica in modo peculiare la classe dei fluorochinoloni, favorendo la 
penetrazione della molecola nella cellula batterica e potenziando l’attività inibitoria 
verso la DNA girasi. Il gruppo carbossilico in posizione 3 e il chetone in posizione 4 sono 
molto importanti per l’attività antibatterica. Sostituzioni sull’ N in posizione 1 con un 
etile, ciclopropile, fluorofenile, portano ad uno spettro d’azione più ampio, mentre la 
sostituzione in posizione R7 con una piperazina, aumenta l’attività antibatterica e se 
questa viene aumentata con un anello a 3 o 5 fuso alla piperazina l’attività aumenta 
maggiormente. Il gruppo X in posizione 8 del ciclo che porta l’atomo di fluoro è 
preferibile la presenza di un carbonio, anziché un azoto, questo è importante per 
limitare gli effetti collaterali a livello del SNC (Neuman, 1987). La prima molecola 
fluorochinolonica, la norfloxacina, fu ottenuta da modificazioni strutturali dell’acido 
nalidissico. Queste modificazioni strutturali, comuni a tutti i fluorochinoloni, hanno 
comportato un aumento dell’attività antibatterica fino a cento volte superiore rispetto 
ai chinoloni classici (Boswell&Wise, 1998).  
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1.1.3 MECCANISMO D’AZIONE 
 
Figura 5: Meccanismo d’azione dei fluorochinoloni 
 
Il meccanismo d’azione dei chinoloni e fIuorochinoloni (Fig.5) è dato dall’inibizione della 
sintesi del DNA batterico attraverso un’azione di inibizione di due enzimi appartenenti 
alla classe delle topoisomerasi; l'enzima girasi e la topoisomerasi IV. 
Il DNA batterico è lungo circa 1300 µm, quindi affinché possa essere contenuto nella 
cellula batterica (2 µm x 1 µm) deve essere superavvolto. La DNA girasi è l’enzima 
preposto a tale scopo ed è il bersaglio dei fluorochinoloni in molti batteri gram negativi, 
mentre la topoisomerasi IV, presente anche nell’uomo, è invece il bersaglio in molti 
gram positivi (Mathews&Holde, 1998). 
 
1.2 I FLUOROCHINOLONI 
1.2.1 SPETTRO D’AZIONE 
La selettività dei fluorochinoloni è conseguente alla inibizione selettiva della DNA girasi 
batterica rispetto al corrispondente enzima topoisomerasi II dei mammiferi. 
L’aumento della lipofilia dei fluorochinoloni comporta: 
attività su batteri gram positivi 
 attività su batteri gram negativi (diminuisce la penetrazione) 
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 selettività tra DNA girasi e topoisomerasi II umana in particolare la citotossicità è 
aumentata dalla presenza di C-7 pirrolidine (anziché piperazine), N-1 ciclopropile, C-
8 cloro, fluoro, metossi. 
I fluorochinoloni ad oggi sono impiegati per sostituire i classici trattamenti con gli 
antibiotici beta lattamici, tuttavia anche la loro attività può diminuire, poiché ci sono 
fattori che possono ostacolarne l’azione. Cationi come Al³⁺, Mg²⁺, Fe³⁺ e Ca²⁺ possono 
legare il gruppo carbossilico che, non trovandosi più in forma anionica non risulta più 
attivo. Un altro fattore che può diminuire l’attività è il pH acido nel sito di infezione, che 
può far aumentare la minima concentrazione inibente (MIC), soprattutto a livello delle 
urine, e quindi il farmaco può diminuire la sua attività (Fernandes, 1988). 
 
1.2.2 EFFETTI TOSSICI 
I fluorochinoloni nelle differenti specie animali sono di norma ben tollerati 
(Lispley&Baker, 1999). Generalmente le reazioni avverse più comuni, che coinvolgono 
gli animali si ritrovano a livello del tratto gastrointestinale (nausea e vomito), reazioni 
allergiche, fotosensibilizzazione ed erosioni a livello articolare nei soggetti in 
accrescimento. 
Alcuni fluorochinoloni si comportano anche come inibitori enzimatici, in particolare del 
citocromo P450, quindi possono alterare la cinetica di eventuali farmaci somministrati 
in associazione e metabolizzati per tale via trattamenti prolungati, e dosi elevate di 
fluorochinoloni possono determinare tossicità cartilaginea, mialgia e artralgie (Odore, 
Badino, 2009). 
 
1.2.3 FARMACOCINETICA 
Dopo somministrazione orale, cutanea o intramuscolare, i fluorochinoloni sono ben 
assorbiti e distribuiti nei tessuti e nei liquidi corporei di differenti specie animali. Ci sono 
però alcuni fattori che possono rallentare l’assorbimento, come, l’assunzione di cibo o il 
legame alle proteine tessutali (Odore, Badino, 2009). 
La distribuzione dei fluorochinoloni è alta e le maggiori concentrazioni si ritrovano nel 
rene e nel fegato. Questo è dovuto al fatto che i fluorochinoloni sono altamente lipofili 
e quindi passano bene le membrane cellulari e non vengono facilmente espulsi 
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all’esterno. Inoltre la capacità di concentrarsi maggiormente nei leucociti, permette loro 
di essere trasportati fino al sito di infezione, per cui agiscono maggiormente sui tessuti 
infettati piuttosto che quelli sani (Papich&Riviere, 2009). 
I principali metaboliti sono derivati idrossilati, prodotti a livello epatico più idrosolubili e 
quindi più facilmente eliminabili, mentre i derivati 3-carbossilati sono prodotti a livello 
renale. Questo tipo di metabolismo dà luogo a prodotti ancora attivi, mentre gli altri 
prodotti del metabolismo, sia esso di fase 1 che di fase 2, portano invece a prodotti 
inattivi. 
La principale via di eliminazione dei fluorochinoloni è quella renale. Avendo un carattere 
parzialmente acido vengono eliminati per secrezione tubulare attiva, raggiungendo 
concentrazioni urinarie superiori a quelle sieriche. Vengono riassorbite in percentuale 
maggiore nelle specie o categorie che hanno urine acide, mentre negli erbivori 
l’alcalinità delle urine condiziona un’eliminazione più rapida. I fluorochinoloni e i loro 
metaboliti possono anche essere eliminati tramite la via biliare (Odore, Badino, 2009). 
 
1.2.4 FARMACODINAMICA 
La farmacodinamica descrive la capacità dell’antibiotico di combattere i microrganismi 
attraverso il valore della MIC, parametro che descrive la minima concentrazione di 
farmaco capace di inibire la crescita di microrganismi. 
 
1.2.5 PK/PD 
Il successo della terapia antimicrobica può essere determinata integrando i parametri 
farmacocinetici e farmacodinamici elencati precedentemente (Fig.6). 
Allo stato attuale gli studi di farmacodinamica hanno permesso di suddividere gli 
antibiotici in due gruppi: 
Al primo gruppo appartengono gli antibiotici detti tempo dipendenti e il parametro 
PK/PD predittivo è T>MIC espresso come percentuale del tempo durante il quale 
l’antibiotico permane nel sangue a concentrazioni superiori alla MIC. 
L’effetto dei farmaci tempo-dipendenti è tale per cui quando si raggiunge la 
concentrazione pari alla MIC, si ottiene una stasi della crescita batterica. Quando si 
incrementa la dose fino a 4 volte il valore della MIC si sviluppa un certo effetto 
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battericida, che tuttavia non aumenta sensibilmente aumentando la concentrazione di 
farmaco, questi antibiotici hanno bisogno di tempo per ottenere la risoluzione 
dell’infezione. Antibiotici di questo tipo sono rappresentati ad esempio da 
betalattamine, penicilline e cefalosporine, il cui meccanismo d’azione si basa su 
un’attività di distruzione nei confronti della parete batterica. 
Al secondo gruppo appartengono gli antibiotici detti concentrazione-dipendenti cui i 
parametri predittivi PK/PD sono AUC/MIC e Cmax/MIC. Antibiotici di questo tipo sono 
rappresentati dai fluorochinoloni (Mouton et al., 2002; Mouton et al., 2005). Per i 
fluorochinoloni è stato osservato che, per avere una buona attività antibiotica e limitare 
lo sviluppo di resistenze batteriche sono richiesti dei valori di Cmax/MIC > 8-10 e AUC/MIC 
tra 100 e 125 (Dudley, 1991; Borner et al., 1996; Wright et al., 2000). 
 
 
Figura 6: Valutazioni PK/PD  
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Nello specifico, si parla di resistenza quando microrganismi quali batteri, virus, funghi o 
parassiti si trasformano in modo tale da rendere inefficaci i farmaci utilizzati nella cura 
delle infezioni che essi stessi provocano. L’insorgenza e la diffusione di antibiotico-
resistenze è stata correlata ad un utilizzo inappropriato degli antibiotici soprattutto in 
animali da allevamento. Sono infatti sempre più diffuse le leggi a tutela dei cittadini, 
volte a controllare l’utilizzo di antibiotici in medicina veterinaria (Hans Coetzee, 2010). 
Tra i fattori che possono favorire la comparsa della resistenza ci sono: 
 le caratteristiche farmacocinetiche degli antibiotici 
 gli errori di posologia (dosi troppo basse, durata del trattamento non sufficiente o 
troppo lunga) 
 la concentrazione nel sito d’azione 
 la via di escrezione del farmaco. 
Possono inoltre insorgere resistenze crociate tra principi attivi usati sia nell’uomo che 
negli animali. Un altro importante fattore è che la maggior parte degli antibiotici 
impiegati in medicina veterinaria presenta caratteristiche strutturali e meccanismi 
d’azione del tutto simili a quelli utilizzati in medicina umana e di conseguenza è possibile 
che possano insorgere resistenze tra farmaci veterinari che sono attive anche con 
principi attivi impiegati nell’uomo (Badino, Odore, 2009). 
La resistenza più frequentemente sviluppata per i fluorochinoloni si basa sulla 
modificazione della struttura bersaglio. In particolare, mutazioni del gene gyrA, che 
codifica per la subunità A della DNA girasi, porta alla trascrizione di una subunità diversa 
che non viene più riconosciuta dal fluorochinolone. 
Un’altra forma di resistenza riguarda la mutazione del gene che codifica per la subunità 
parC (responsabile della rottura del DNA) della topoisomerasi IV, ma è una forma di 
resistenza che riguarda maggiormente i batteri gram positivi (Ferrero et al., 1995). 
Un meccanismo di resistenza differente è stato trovato invece per lo Pseudomonas 
aeruginosa che è in grado di resistere ai fluorochinoloni grazie ad un meccanismo di 
espulsione del farmaco all’esterno della cellula. Inoltre, poiché questo meccanismo 
riguarda altri farmaci, è possibile instaurare una resistenza crociata con altri antibiotici. 
Questo spiega il motivo per il quale lo Pseudomonas aeruginosa è più resistente di tutti 
gli altri batteri gram negativi nei confronti degli antibiotici (Zhanel et al., 2004). 
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La sensibilità/resistenza agli antibiotici, viene quindi misurata attraverso la definizione 
della MIC, che può essere facilmente stabilita in laboratorio e fornisce utili informazioni 
circa la scelta del principio attivo da utilizzare in caso di infezione, il dosaggio e la durata 
della terapia ottimali. Risulta quindi essenziale instaurare una terapia antibiotica basata 
su dati oggettivi che consenta di recuperare nel più breve tempo possibile l’animale 
infetto e, soprattutto, di ridurre al minimo la possibilità di diffondere nell’ambiente 
microrganismi resistenti, potenzialmente pericolosi per la salute umana. Il parametro 
chiave per suggerire la giusta terapia antibiotica è sempre stata la MIC. Tuttavia, 
trattandosi della più bassa concentrazione efficace, molti batteri riescono a 
sopravvivere. Insieme alla MIC, quindi, viene valutata anche la mutant prevention 
concetration (MPC) e cioè la minima concentrazione di antibiotico capace di bloccare la 
crescita batterica in una popolazione ad alta densità. Sopra questa soglia, tutti i batteri 
vengono inibiti o eliminati. Naturalmente la MPC è più alta della MIC: 
tra le due soglie si crea un intervallo, chiamato “finestra di selezione” mutation 
selection window(MSW) dove solo una percentuale dei batteri viene bloccata, 
generando quindi un forte rischio di resistenza (Fig.7). 
La concentrazione del farmaco somministrato dovrà dunque permanere il meno 
possibile in questo intervallo, sia durante l’assorbimento della molecola sia durante la 
sua eliminazione, ed arrivare a superare la soglia della MPC per ottenere una buona 
terapia con il minore rischio di resistenza batterica. Sembra dunque che la strategia 
per ridurre drasticamente le resistenze possa essere data dalla somministrazione dei 
diversi antibiotici ad un alto dosaggio ma con trattamenti di più breve durata possibile 
(Cantón et al., 2006). 
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Figura 7: MSW e MPC 
La figura 7 illustra tre diverse situazioni in cui un antibiotico viene somministrato. Le 
curve rappresentano la farmacocinetica (concentrazione vs tempo) di un agente 
antimicrobico e i riquadri rappresentano la popolazione batterica: 
(A) La curva farmacocinetica è al di sotto della MIC; quindi, non è prevista nessuna 
selezione di una sottopopolazione mutante resistente all'interno della popolazione wild-
type 
(B) La curva farmacocinetica è principalmente all'interno della MSW; pertanto, la 
sottopopolazione mutante resistente all'interno della popolazione wild-type può essere 
selezionabile 
(C) La curva farmacocinetica supera il MPC; in tal modo, i batteri sensibili sono inibiti e 
viene potenzialmente evitata la selezione di una sottopopolazione mutante resistente. 
 
1.2.6 USO CLINICO 
L’Impiego clinico dei fluorochinoloni riguarda prevalentemente: 
 Vie urinarie; 
 malattie a trasmissione sessuale; 
 patologie diarroiche; 
 infezioni della pelle e parti molle; 
 Osteomieliti; 
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 infezioni delle vie respiratorie superiori. 
I fluorochinoloni nell’uomo, vengono solitamente somministrati per via orale. Non sono 
consigliati come farmaci di prima scelta nelle infezioni respiratorie, mentre quelli 
impiegati per via intramuscolare, possono svolgere un ruolo importante nel trattamento 
delle polmoniti nosocomiali e di quelle conseguenti ad infezioni polmonari di portatori 
di HIV (Flammer, 1998). 
Differentemente, come accennato precedentemente, i fluorochinoloni approvati in 
medicina veterinaria includono enrofloxacina, difloxacina, orbifloxacina e 
marbofloxacina. In particolar modo i fluorochinoloni nei mammiferi, vengono utilizzati 
per il trattamento delle infezioni delle vie urinarie, della pelle, dei tessuti molli, delle 
ossa e della cavità orale (Ihrke, 1996). Il farmaco in questi animali risulta molto 
vantaggioso perché è totalmente assorbito per via orale (Gobel, 1999), tuttavia le dosi 
consigliate vanno da 2,5-5,0 mg/kg a 10-20 mg/kg per via intramuscolare, sottocutanea 
o orale (Papich, Riviere, 2009). 
Negli uccelli i fluorochinoloni sono usati per trattare sia i “pet-birds” che le specie 
esotiche tenute in cattività negli zoo, mentre negli Stati Uniti questi farmaci sono proibiti 
per il pollame. La somministrazione si effettua per via orale o per via iniettabile, 
soprattutto per le infezioni da Chlamydia Psittaci, gram negativi che nei volatili provoca 
epatotossicità e danni vascolari. 
Infine, nei rettili, l’uso dei fluorochinoloni è diventato molto diffuso poiché sono dei 
farmaci antibiotici ad elevata attività e sicurezza (Papich, 1999; Jacobson, 1999). Il 
fluorochinolone più ampiamente studiato nei rettili è l’enrofloxacina. Questi animali 
possono essere portatori d’infezione all’uomo, poiché le malattie batteriche nei rettili 
sono piuttosto comuni e legate prevalentemente a batteri gram negativi. I principali 
agenti patogeni di origine batterica responsabili di malattia sono rappresentati da: 
Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp (Papich, 1999). 
L’eliminazione del farmaco nei rettili varia a seconda della temperatura del corpo 
dell’animale poiché la temperatura ne influenza molto il metabolismo. Infine anche il 
tempo di emivita risulta molto variabile da 55 h negli alligatori a 5,1 h nelle tartarughe 
(Prezant et al. 1994 ).  
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1.3 MARBOFLOXACINA 
 
Figura 8: Struttura chimica della marbofloxacina 
La marbofloxacina (Fig.8) è un antiinfettivo battericida di sintesi appartenente alla 
famiglia dei fluorochinoloni, che agisce per inibizione della DNA girasi. Differisce dagli 
altri fluorochinoloni per la presenza dell’anello oxadiazinico che nelle diverse specie 
animali presenta alcuni vantaggi farmacocinetici, come un lungo tempo di emivita, un 
largo volume di distribuzione e un’alta biodisponibilità dopo somministrazione orale e 
intramuscolare (Fitton, 1992). E’ una molecola anfotera che può essere protonata sia 
sulla porzione carbossilica che sull’ammina terziaria della molecola. Non è molto 
solubile, e si presenta come zwitterione per la presenza contemporanea dell’acido 
carbossilico e dell’ammina basica (Riley et al.,1989). Il pKa per il gruppo carbossilico varia 
tra 6,0 e 6,5 e il pKa per l’azoto del gruppo piperazinico varia tra 7,5 e 8,0 (Fitton, 1992). 
E’ in grado di diffondere bene in tutti i tessuti per diffusione passiva. La 
somministrazione orale contemporanea di alluminio, calcio, ferro e magnesio riducono 
la biodisponibilità della marbofloxacina. 
La marbofloxacina è stata approvata negli Stati Uniti e in Europa in medicina veterinaria 
per il trattamento di malattie respiratorie, urinarie, dermatologiche e gastrointestinali. 
Il farmaco è stato approvato in Italia e in Europa per l'uso in gatti, cani, bovini e suini. 
Nei ruminanti la marbofloxacina è usata in diverse condizioni patologiche, come le 
infezioni del sistema respiratorio e nel vitello viene utilizzata per il trattamento della 
diarrea neonatale (Thomas et al., 1997). L’assorbimento di marbofloxacina risulta essere 
rapido in tutte le specie animale. 
Un accumulo di farmaco nella ghiandola mammaria è stato riscontrato in particolar 
modo nelle mucche da latte e nelle pecore presentando valori AUClatte/AUCplasma tra 1.33 
e 2.64 (Shem et al., 1997). L’accumulo di farmaco nel latte è dovuto alle proprietà 
chimico-fisiche del composto, alla sua elevata solubilità lipidica ed al suo punto 
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isoelettrico. Studi effettuati su animali da laboratorio in gravidanza e lattazione (topi, 
conigli) non hanno rilevato alcun effetto teratogeno, embriotossico o maternotossico 
della marbofloxacina. L'innocuità del prodotto è stata dimostrata nelle vacche nei suini 
e nei vitelli durante la gravidanza (Carter et al. 2002). 
Il farmaco si lega debolmente alle proteine plasmatiche (meno del 10% nei cani, gatti e 
suini e meno del 30% nei bovini), diffonde ampiamente in tutto l'organismo e nella 
maggior parte dei tessuti (pelle, muscolo, fegato, reni, polmoni, vescica, tratto 
digerente) e raggiunge concentrazioni superiori a quelle plasmatiche. In particolar modo 
il volume di distribuzione della marbofloxacina è simile nella maggior parte delle specie, 
ma sempre molto elevato: si ritrovano valori di 1,36 L/kg nei cani (Schneider et al., 1996), 
1.16 L/kg nelle mucche, 1,35 L/kg nei vitelli (Thomas et al., 1997), nei suini 1,3 L/kg 
(Petracca et al., 1993), 1,95 L/kg nei conigli (Schneider et al., 2000), 1.48 L/kg nei cavalli, 
1,48 L/kg nei gatti e 1.16 L/kg nei rapaci (García et al., 2001). La marbofloxacina viene 
eliminata lentamente, con un’emivita di eliminazione di circa 13 h, principalmente in 
forma attiva con le urine (per 2/3) e con le feci (per 1/3), nel vitello preruminante (t1/2=5-
9 h) e nel suino (t1/2=8-10 h), e più rapidamente nei bovini ruminanti (t1/2=4-7 h), 
soprattutto in forma attiva nelle urine e nelle feci (Brown, 1996). La biodisponibilità 
intramuscolare e sottocutanea della marbofloxacina è circa il 100% in tutte le specie 
studiate (cani, gatti, mucche, vitelli, maiali e conigli) (Petracca et al, 1993) anche se nei 
cavalli è stata determinata una biodisponibilità intramuscolare leggermente inferiore 
(88%) (Carter et al., 2002). Gli effetti collaterali più comuni, anche se lievi, sono vomito, 
diarrea, e iperattività. Altre controindicazioni si ritrovano nei cuccioli di razze grandi in 
fase di accrescimento, portando anche a danni articolari (erosione della cartilagine 
articolare). E’ sconsigliata la somministrazione del farmaco a cuccioli di razze grandi 
prima dei 12 o 18 mesi di età. Nei cani di razza media in fase di crescita, la 
marbofloxacina è ben tollerata fino a dosaggi di 4 mg/kg al giorno somministrati per 13 
settimane (Ihrke, 1996). 
In particolare è stato osservato che la somministrazione per via intramuscolare di 
marbofloxacina può causare reazioni locali transitorie, quali dolore e tumefazione al sito 
di inoculo e lesioni infiammatorie persistenti per almeno 12 giorni dopo la 
somministrazione. Tuttavia, nel bovino, la somministrazione per via sottocutanea risulta 
meglio tollerata localmente rispetto all'inoculazione per via intramuscolare (Carter et 
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al., 2002). I valori degli altri parametri farmacocinetici variano ampiamente tra le specie, 
a causa delle caratteristiche anatomiche e/o fisiologiche, tra i quali l’età, il sesso la 
gravidanza e l'allattamento. Per quanto riguarda il dosaggio clinico raccomandato, nei 
bovini risulta essere di 2 mg/kg in unica iniezione giornaliera per via sottocutanea o 
intramuscolare per 3-5 giorni. La prima iniezione può anche essere praticata per via 
endovenosa. Nei suini il dosaggio raccomandato è di 2 mg/kg in unica iniezione 
giornaliera per via intramuscolare per 3 giorni (Fitton, 1992). Nei cani e nei gatti la dose 
raccomandata è di 2 o 4 mg/Kg. Le concentrazioni plasmatiche massime nelle due specie 
animali sono dell'ordine di 1,5 µg/ml dopo somministrazione sottocutanea di 2 mg/kg 
sia nel cane che nel gatto, e dell'ordine di 3 µg/ml alla dose di 4 µg/kg. La marbofloxacina 
è un farmaco che viene ben tollerato anche nelle tartarughe (Chinese soft-shelled 
turttles Trionyx sinensis) se somministrato fino a una dose massima di 10 mg/kg 
(Grandemange et al., 2012). Dopo la somministrazione intramuscolare di 
marbofloxacina l’assorbimento nelle tartarughe risulta molto rapido (Tmax=0,5 h), 
mentre dopo la somministrazione orale, l’assorbimento risulta più lento (Tmax=8.0 h) 
(Shan et al., 2014). Il tempo di emivita valutato dopo la somministrazione (10 mg/kg) di 
marbofloxacina per via intramuscolare e orale, sono di 13,38 e 12,76 h rispettivamente, 
e questi valori sono più lunghi di quelli trovati negli animali da produzione (5.17 h) (Shan 
et al., 2014), nelle pecore (3,65 h) (Sidhu et al., 2010), nei maiali (7,49 h) (Ding et al., 
2010) e nelle anatre (4,61 h) (Yuan et al., 2011), ma minori di quelli riscontrati nelle capre 
(25,05 h) (Zhu et al., 2009). Questi dati dimostrano alcune differenze specie-specifiche 
di marbofloxacina e suggeriscono che le proprietà farmacocinetiche e terapeutiche della 
marbofloxacina, nelle differenti specie animali, sono molto buone.  
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1.4 ENROFLOXACINA 
 
 
Figura 9: Struttura chimica dell’enrofloxacina 
L’enrofloxacina (Fig.9), è un farmaco appartenente alla classe dei fluorochinoloni. 
La sua farmacocinetica e il suo metabolismo sono ampiamente studiati nelle specie 
animali (Choma et al., 2004). L’efficacia dell’enrofloxacina si distingue dagli altri farmaci 
per la capacità di originare un metabolita attivo, la ciprofloxacina (Brown, 1996) (Fig.10), 
che evidenzia una potenza e spettro di attività simile a quella del farmaco parentale 
(Giguere&Dowling 2013). 
 
 
Figura 10: struttura chimica della ciprofloxacina 
 
In Europa e negli Stati Uniti l’enrofloxacina, è ampliamente utilizzata nel trattamento ad 
ampio spettro sia per animali domestici che esotici (Bauditz et al.,1990), (Choma et al., 
2004), mentre la ciprofloxacina è usata sia negli animali che nell’uomo e deriva dalla 
reazione di deetilazione dell’enrofloxacina. Questo farmaco è stato approvato per cani, 
gatti, specie da produzione e specie esotiche, per il trattamento di dermatiti e infezioni 
viscerali (Ihrke et al., 1999). 
Nell’enrofloxacina il gruppo carbossilico ha un pKa di 6,0 mentre l’amina terziaria 
dell’anello piperazinico ha un valore di pKa di 8,8. Il punto isoelettrico si trova tra il pKa 
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di ogni gruppo ionizzabile. Differentemente dall’enrofloxacina, il suo metabolita 
ciprofloxacina presenta un gruppo basico -NH sull'anello laterale. A pH fisiologico 
entrambi i gruppi (-COOH e –NH) saranno ionizzati e quindi non vi sarà una carica 
prevalente sull'altra: (zwitterione) e questa caratteristica favorisce la sua diffusione 
passiva attraverso l’involucro dei batteri (Riley et al.,1989). 
L’assorbimento orale, via intramuscolare, sottocutanea, della enrofloxacina risulta 
essere molto buono nelle diverse specie animali. La presenza di cibo nello stomaco può 
ritardare l’efficacia del farmaco, ma questo fattore non sembra influenzarne la sua 
capacità di assorbimento. E’ un farmaco che si distribuisce molto bene in tutto il corpo, 
e può essere trovato in piccole concentrazioni nel fluido cerebrospinale. Per quanto 
riguarda la via di eliminazione, questo farmaco può essere eliminato sia attraverso 
escrezione renale che biliare (Bauditz et al.,1990). L’enrofloxacina agisce inibendo il 
processo di sintesi del DNA all'interno delle cellule batteriche, che ne provoca la morte 
cellulare. È comunemente usato per il trattamento di una vasta gamma di infezioni 
batteriche, incluse quelle della pelle, del tratto urinario e respiratorio, così come le 
infezioni che derivano dalle ferite. Ha attività contro alcuni aerobi gram positivi, come 
stafilococchi, e una vasta gamma di bacilli gram-negativi e cocchi, che includono 
Klebsiella spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., ed altri organismi 
come Micoplasma e Clamidia. 
Nel 2002 l’EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Product) ha 
pubblicato l’estensione dei livelli massimi residuali (LMR), tollerati per l’enrofloxacina e 
per il suo metabolita attivo a tutti gli animali produttori di derrate alimentari per quanto 
riguardo i residui nei tessuti edibili, incluso il latte (www.emea.eu.int). 
Negli animali produttori di latte l’emuntorio mammario rappresenta un’importante via 
di escrezione di farmaci. In presenza di patologie della mammella, svariati fattori cellulari 
ed umorali locali e sistemici, coinvolti nel controllo dell’escrezione dei farmaci nel latte 
possono modificarsi dando alterazioni locali o sistemiche della disposizione ed 
eliminazione del farmaco (Baggot, 2000). L’enrofloxacina è generalmente un farmaco 
molto sicuro ed efficace per l'utilizzo in medicina veterinaria. Tuttavia, non deve essere 
somministrato in cuccioli di età compresa tra 28 settimane o più giovani, in animali 
allergici o ipersensibili ad esso o ad altri farmaci della stessa classe (marbofloxacina, 
ciprofloxacina, ecc). Il volume di distribuzione dell’enrofloxacina è direttamente 
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proporzionale al peso corporeo degli animali (Egerbacher et al., 2000). Questo farmaco 
può interagire con alcuni farmaci quali gli integratori di ferro, antiacidi, protettori di 
stomaco e calcio che riducono la biodisponibilità e l’efficacia del farmaco (Bauditz et 
al.,1990). 
L’enrofloxacina, come la marbofloxacina, può causare negli animali alcuni effetti 
collaterali generalmente diarrea, articolazioni gonfie, letargia generale e, in alcuni casi, 
danni della cartilagine quando somministrato al di sopra del range raccomandato e sotto 
l'età consigliata (Egerbacher&Walter, 2000). 
Dal 1987, anno del suo lancio sul mercato, l’enrofloxacina è diventato uno dei farmaci 
più utilizzati in medicina veterinaria (Choma et al., 2004). 
Il farmaco negli animali, viene maggiormente somministrato per via orale con dose di 5-
10 mg/kg (Papich&Riviere, 2009). 
Nei mammiferi il farmaco risulta molto vantaggioso perché è totalmente assorbito per 
via orale (Gobel, 1999). Le dosi consigliate vanno da 2,5-5 mg/kg a 10-20 mg/kg per via 
intramuscolare, sottocutanea o orale (Papich&Riviere, 2009). Viene utilizzato nei 
mammiferi per il trattamento delle infezioni delle vie urinarie, della pelle, dei tessuti 
molli, delle ossa e della cavità orale (Ihrke, 1996). 
Nei pesci l’enrofloxacina, può essere somministrata tramite cibo medicato, come ad 
esempio nelle trote, oppure per via intraperitoneale o intramuscolare nei salmoni. 
Nonostante l’assorbimento orale sia inferiore rispetto ai mammiferi, il farmaco 
raggiunge bene la concentrazione efficace nel plasma (Bowser et al., 1992). Inoltre, data 
la clearance rapida, la dose consigliata per avere un buon effetto antibatterico va da 2,5-
5 mg/kg ogni 12 h (Gore et al., 2005). 
Negli uccelli la somministrazione di enrofloxacina si effettua per via orale (tramite acqua 
da bere o gavaggio) o via iniettabile, soprattutto per le infezioni da Chlamydia Psittaci, 
gram negativi che nei volatili provoca epatotossicità e danni vascolari. L’enrofloxacina in 
queste specie riesce a diminuire i sintomi clinici, ma non rimuove completamente 
l’infezione. Inoltre viene somministrata a dosaggi maggiori rispetto ai mammiferi, poiché 
sia la clearance che il metabolismo in queste specie sono più rapidi (Flammer, 1998). 
Un non corretto utilizzo dei fluorochinoloni, è stato responsabile della crescente 
emergenza di batteri patogeni farmaco-resistenti come la Salmonella e Campylobacter 
nell'uomo. Per gli Escherichia coli l’enrofloxacina e la ciprofloxacina hanno valori di MIC 
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molto bassi, rispettivamente 0,03 e 0,06 µg/mL, quindi questi batteri sono altamente 
suscettibili al farmaco. Tra tutti i gram negativi fa eccezione lo Pseudomonas aeruginosa, 
che ha valori di MIC più alti (0,5-2,0 µg/mL) e contro di esso, solo la ciprofloxacina risulta 
efficace. Tra i gram positivi, tutte le specie di Stafilococco sono suscettibili ai 
fluorochinoloni, tuttavia i valori di MIC per questi batteri sono più alte rispetto ai gram 
negativi perché sono specie batteriche più resistenti. Infatti la resistenza degli 
Stafilococchi ai fluorochinoloni è un problema per i pazienti trattati. Le nuove 
generazioni di fluorochinoloni, presentano una spiccata attività anche contro i batteri 
anaerobi, ma nei confronti dello Pseudomonas non risultano tanto attivi quanto la 
ciprofloxacina (Behra-Miellet et al., 2002). 
 
1.5 TEMPI DI SOSPENSIONE E LIMITE MASSIMO RESIDUALE (LMR) 
Il D.L. n. 119 del 27/12/1992 che ha sancito la nascita del farmaco veterinario, attraverso 
alcuni aggiornamenti, fissa per alcuni medicamenti ad uso veterinario il limite massimo 
residuale (LMR), ovvero un valore che quantifica la massima concentrazione di residui 
risultante dall’utilizzo di un medicinale veterinario (espressa in mg/kg) che la comunità 
può ammettere, che sia consentita legalmente o riconosciuta accettabile negli o sugli 
alimenti. Per definire tale limite sono necessari studi tossicologici della sostanza al fine 
di definire in maniera certa la tossicità e assicurarsi che la quantità di residuo ammessa 
non rappresenti un pericolo per il consumatore. Sulla base del LMR sarà poi possibile 
definire il “tempo di attesa o sospensione” cioè l’intervallo di tempo che deve 
intercorrere tra l’ultima somministrazione del medicinale veterinario all’animale nelle 
normali condizioni d’uso e l’ottenimento dei prodotti alimentari dall’animale, per 
garantire che i prodotti non contengano residui in quantità superiori a quelle previste. I 
tempi di attesa di un farmaco variano in base al principio attivo del farmaco, alla specie 
sottoposta alla terapia e alla produzione animale che verrà poi destinata al consumo 
umano (carne, latte, uova ecc.). Questo parametro viene definito mediante esperimenti 
che permettono di conoscere la cinetica della sostanza nell’organismo animale e di 
conseguenza i tempi e le modalità di concentrazione, trasformazione e di eliminazione 
dei residui da parte del soggetto. Esistono tuttavia sostanze farmacologicamente attive 
per le quali non è stato possibile fissare dei LMR; i residui di queste sostanze infatti 
rappresentano un rischio per la salute umana anche a concentrazioni molto basse e di 
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conseguenza il loro utilizzo per la formulazione di presidi medicinali non è autorizzato 
dalla Comunità Europea. 
Per la marbofloxacina il tempo di sospensione (µg/kg), varia da specie a specie: 
 Bovini 150 µg/kg nel muscolo, 50 µg/kg nel grasso, 150 µg/kg nel fegato, 150µg/kg 
nel rene, 75 µg/kg nel latte. 
 Suini 150 µg/kg nel rene, fegato e muscolo e 50 µg/kg nel grasso. 
 Ovini 150 µg/kg nel rene e fegato. 
Per l’enrofloxacina il tempo di sospensione varia da specie a specie: 
 Bovini 7 giorni per via endovenosa(IV) e 9 giorni per via sottocutanea(SC). 
 Ovini 14 giorni. 
 Caprini 4 giorni. 
 Suini 10 giorni. 
 Conigli 5 giorni (solo farmaco al 5%). 
 Bovini da latte: 84 h (pari a 7 mungiture), se farmaco somministrato per via IV., 108 
h (pari a 9 mungiture), se farmaco somministrato per via SC. 
 Ovini da latte: 72 h (pari a 6 mungiture). 
Per l’enrofloxacina il residuo marcatore è rappresentato dalla somma delle 
concentrazioni di enrofloxacina e del metabolita N-demetilato ciprofloxacina 
(Odore&Badino, 2009).  
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1.6 TARTARUGHE TRACHEMIS SCRIPTA 
Le tartarughe Trachemis Scripta si distinguono in diciotto sottospecie: le due più 
diffuse in assoluto sono la Trachemis Scripta elegans (tartaruga dalle orecchie rosse) e 
Trachemis Scripta Scripta (tartaruga dalle orecchie gialle) (Fig.11). 
 
 
Figura 11: Tartaruga Trachemis Scripta 
 
La loro origine è americana, con diffusione molto ampia che varia dalle regioni nord-
occidentali dell’America del sud fino agli Stati Uniti. Un fattore molto importante da 
non trascurare è la temperatura che può influire molto sulla modificazione della dose 
somministrata. Per questo motivo, infatti, le sperimentazioni sono raccomandabili ad 
una temperatura di circa 24-26°C in quanto le tartarughe sono animali a sangue 
freddo, e il loro metabolismo dipende dalla temperatura dell’acqua. Se così non fosse 
questo può comportare la somministrazione di quantità di farmaco superiori a quelli 
necessari per raggiungere la cura clinica e batteriologica nella maggior parte degli 
animali, e questo può portare alla formazione di farmaco resistenza, un fattore molto 
limitante. D'altra parte, questo approccio dovrebbe garantire non solo l'efficacia 
ottimale, ma anche la minima possibilità di comparsa di organismi resistenti. Nella 
cultura occidentale queste tartarughe, così come molte specie acquatiche (marine o 
palustri), sono specie protette, poiché il loro ruolo fondamentale è quello di essere 
considerate “pet animal”, ovvero animali da compagnia. Entrando sempre più a 
contatto con l’uomo, il trattamento con antibiotici per queste specie è richiesto per 
due motivi: mantenere la salute dell’animale ed evitare che tali animali siano fonte di 
batteri patogeni per l’uomo. Nella cultura orientale, invece la Trachemis Scripta è 
entrata a far parte della derrata alimentare, quindi nel caso che venga consumata una 
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tartaruga trattata con farmaci antibiotici è fondamentale conoscere i tempi di 
sospensione e i valori di LMR, affinché il farmaco non abbia alcun effetto 
sull’organismo umano (Ert&Winston, 1997). 
 
1.7 POGONA VITTICEPS 
Il pogona Vitticeps, detto anche drago barbuto, vive nei deserti australiani e può 
raggiungere i 60 cm. Viene chiamato drago barbuto per le sue spine lungo il corpo e per 
la barba spinosa che presenta sotto la gola che è in grado di gonfiare (Fig.12). 
 
Figura 12: Pogona Vitticeps 
 
Appartiene alla famiglia degli Agamidi, molto numerosa che comprende oltre 300 
specie suddivisibili in diverse sub-famiglie: Agaminae e Leiolainae (Africa e Europa), 
Agama e Uromastyx (Africa) e Agama stellio (Europa). Il genere Pogona, in passato 
denominato Amphibolurus, comprende otto specie delle quali, soltanto tre, risultano 
essere più comunemente diffuse e allevate dai terrariofili: Pogona Vitticeps, Pogona 
henrylawsoni e Pogona barbata. Il loro terrario deve avere sufficiente calore e luce, il 
che rende generalmente impegnativo accudire questi animali. E’ essenziale che 
ricevano l’adeguato apporto di raggi UV per poter produrre vitamina D3, fondamentale 
per il loro organismo. Le temperature richieste sono comprese tra i 25 e i 31 C° 
durante il giorno, e tra i 21 e i 26 C° di notte. Questi animali sono diventati ottimi 
animali da compagnia e da allevamento, sempre più in contatto con l’uomo e quindi il 
trattamento con antibiotici per queste specie è richiesto per diversi motivi tra cui 
mantenere la salute dell’animale ed evitare che tali animali siano fonte di batteri 
patogeni per l’uomo.  
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1.8 L’ALLOMETRIA  
L’allometria è la scienza che studia il modo in cui variano le proporzioni corporee degli 
animali al variare delle loro dimensioni. La farmacocinetica nelle differenti specie 
animali può cambiare considerevolmente in seguito ad alcuni fattori ambientali e 
fisiologici. Conoscere come un farmaco, si comporta all’interno dell’organismo è di 
fondamentale importanza per selezionare la via di somministrazione, stabilire i livelli di 
dosaggio e i regimi di somministrazione. È importante sottolineare che in letteratura, 
non sono disponibili molti dati specifici relativi a farmaci che vengono utilizzati nelle 
specie domestiche ed esotiche. Sono presenti meno di 15 composti approvati negli 
Stati Uniti per gli animali da zoo e fauna selvatica, rispetto ai quasi 300 farmaci 
autorizzati per gli animali da produzione. Senza una comprensione di questi fattori si 
può andare incontro ad esempio ad un aumento dello sviluppo di resistenza agli agenti 
antimicrobici o antiparassitari e questo può provocare gravi danni di tossicità per gli 
animali e per l’uomo (Cuthbert et al., 2007;. Hunter et al., 2008; Hunter&Isaza, 2008). 
In medicina veterinaria, sono stati utilizzati vari metodi, nel tentativo di estrapolare tra 
le specie, regimi di dosaggio sicuri ed efficaci. Il metodo più semplice è stato quello di 
utilizzare una dose basata sul peso corporeo (mg/kg) stabilito nelle specie domestiche 
(cane, gatto, bovini, suini, polli, o esseri umani). Questo calcolo determina un aumento 
lineare della quantità di farmaco somministrato all'aumentare del peso corporeo, ma 
ne determina una sovrastima del dosaggio in grandi animali. 
Un secondo metodo, invece collega la dose a una funzione fisiologica o caratteristica 
anatomica invece che al peso corporeo dell'animale (Jacobson, 1996). 
Le dosi dei farmaci vengono calcolati in seguito ai diversi parametri come l’emivita, la 
clearance e il volume di distribuzione. 
Il rapporti tra il peso corporeo e i parametri farmacocinetici sono basati sulla formula 
empirica Y ¼ aWb, dove “Y” è l’emivita, la clearance o volume di distribuzione, “W” il 
peso corporeo ed “a” è un coefficiente allometrico che è costante per un dato 
farmaco. Il termine esponenziale “b” è una costante di proporzionalità che descrive la 
relazione tra il parametro farmacocinetico di interesse e il peso corporeo (Boxenbaum, 
1982). Il tempo di emivita è un parametro che associa il volume di distribuzione con la 
clearance. La clearance e il volume di distribuzione sono proporzionali al peso 
corporeo mentre l'emivita di eliminazione è indipendente dal peso corporeo. 
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Studi allometrici quindi possono: 
 Facilitare la previsione delle dosi per i modelli animali 
 Aiutare a determinare la dose più elevata negli studi tossicologici 
Per prevedere la clearance (Cl) del farmaco negli esseri umani così come negli animali 
è possibile basarsi sull’equazione: 
 
 
dove “W” è il peso corporeo ed “a” e “b” sono il coefficiente e l’esponente allometrico 
rispettivamente. 
In alcuni casi però anche l’allometria può sbagliare o non approssimarsi al valore 
ricercato. Per una corretta valutazione del dato sono quindi necessari studi PK/PD.
Cl ¼ aWb 
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Lo scopo di questo studio è stato quello di apportare le informazioni utili per 
razionalizzare l’uso degli antibiotici marbofloxacina e enrofloxacina in specie esotiche. 
Sono state effettuate due sperimentazioni: 
 Nella prima sperimentazione è stata valutata la farmacocinetica della marbofloxacina in 
seguito a tre differenti dosaggi 0,4 2 e 10 mg/kg per via intracelomatica in Tartarughe 
Scripta. 
 Nella seconda sperimentazione è stata valutata la farmacocinetica dell’enrofloxacina e 
del suo metabolita attivo ciprofloxacina in seguito a somministrazione di un dosaggio 
clinico di 10 mg/kg per via intramuscolare in Pogona Vitticeps. 
 In entrambi gli studi sono stati determinati i parametri PK/PD AUC/MIC Cmax/MIC in 
riferimento ad entrambi i fluorochinoloni di interesse. 
 E’ stata valutata l’attività in vivo dei due farmaci veterinari sulla popolazione batterica 
rettale.
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3.1 MARBOFLOXACINA 
3.1.1 PRODOTTI CHIMICI E REAGENTI 
Marbofloxacina ed enrofloxacina, standard puri al 99,9 % sono stati acquistati da Sigma-
Aldrich srl (Milano). Il cloruro di sodio 0.9%, soluzione per infusione è fornito da 
Altaselect (Verona). Acetonitrile, diclorometano e metanolo di grado HPLC isocratico 
sono ottenuti da HiPerSolv Chromanorm VWR International Bvba Prolabo (Leuven, 
Belgio). Trietilammina, potassio diidrogenofosfato, acido fosforico e sodio fosfato 
monobasico di grado analitico sono stati acquistati da Farmitalia Carlo Erba S.p.a 
(Milano). Disodiofosfato eptaidrato è stato acquistato da Baker Analyzed Reagent 
(Deventer, Olanda). 
 
3.1.2 SOLUZIONI STANDARD E RETTE DI TARATURA 
Nella prima fase in laboratorio, antecedente all’inizio della sperimentazione vera e 
propria, sono state preparate soluzioni acquose delle sostanze madri partendo dalle 
sostanze pure di marbofloxacina e dello standard interno enrofloxacina (SI), al fine di 
ottenere una concentrazione di 1000 µg/mL per ciascuna sostanza madre. Le soluzioni 
acquose delle sostanze madri sono state preparate e conservate in frigo ad una 
temperatura di 4° C, avvolte in un foglio di alluminio al riparo dalla luce, per un tempo 
non superiore alle due settimane. Successivamente, sono state effettuate ulteriori 
diluizioni con acqua, a partire dalle soluzioni madri di concentrazione 1000 µg/mL, allo 
scopo di ottenere concentrazioni a 500, 250, 125, 50, 25 e 10 ng/mL. Queste nuove 
concentrazioni, riguardanti specificatamente la marbofloxacina, sono state aggiunte a 
campioni di plasma di controllo di tartaruga, sono state testate in triplicato attraverso 
lo strumento HPLC in ordine crescente di concentrazione, al fine di ottenere una retta di 
taratura attraverso il programma GraphPad Prism 4 Project versione 4.0, 2003. 
 
3.1.3 STRUMENTAZIONE  
 Centrifuga UNIVERSAL 320 Hettich Zentrifugen 
 vortex VWR, VV3 
 agitatore DYNAL Sample Mixer 
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 pHmetro HANNA INSTRUMENTS HI 9219 
 HPLC: high performance liquid chromatography (Jasco). 
 
3.1.4 SISTEMA HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) 
Marbofloxacina 
Nel presente studio la separazione cromatografica dei picchi della marbofloxacina e 
dello (SI) in relazione anche alle impurezze del plasma, è stata eseguita a partire da uno 
studio precedentemente effettuato nel nostro laboratorio riguardante differenti 
fluorochinoloni (Giorgi et al., 2013). È stato usato lo strumento HPLC Jasco PU 980 con 
rivelatore fluorimetrico Jasco FP-2020 Plus. La separazione cromatografica è stata 
eseguita con una colonna synergy 150x4,60 mm con particelle del diametro di 4 µm. La 
fase mobile è stata costituita da una miscela di acetonitrile e soluzione acquosa di 
potassio diidrogeno fosfato 0,02 M a pH 4 (20:80 v/v). La soluzione acquosa è stata 
preparata sciogliendo in 1 L di acqua deionizzata e filtrata, 2,72 g di potassio diidrogeno 
fosfato e 860 µL di trietilammina, ed il pH poi è stato modificato con l’aggiunta di acido 
fosforico 6 mM. L’HPLC nel presente studio ha lavorato in condizioni isocratiche, con 
flusso 1 mL/min e loop 50 µL, mentre il detector è stato impostato a lunghezze d’onda 
di eccitazione e di emissione rispettivamente di 295 e 500 nm. Il gain è stato settato a 
100 ed l’attenuazione a 128. Le aree dei picchi, le integrazioni e le visualizzazioni dei 
cromatogrammi sono stati ottenuti attraverso il programma BORWIN JASCO (Fig.13). 
 
Figura 13: Rappresentazione schematica di un sistema HPLC. 
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3.1.5 TRATTAMENTO ANIMALE IN TARTARUGHE Trachemis Scripta 
Questo studio è stato approvato dal comitato etico dell’università di Pisa e trasmesso al 
Ministero della Salute Italiana. In questo studio sono state usate 24 tartarughe della 
specie Trachemis Scripta, di sesso indeterminato, con peso compreso tra 0,45 e 2,25 kg. 
Le tartarughe sono state numerate in maniera random con nastro adesivo posizionato 
sulla corazza, per un riconoscimento veloce, e marcate con pennarello sulla corazza. Le 
tartarughe sono state determinate in buono stato di salute da osservazioni veterinarie 
generali e da analisi biochimico cliniche di base. Gli animali sono stati divisi in 3 gruppi: 
gruppo A (n=8), gruppo B (n=8), gruppo C (n=8) in maniera random e collocate in numero 
uguale in 8 vasche da 300 litri d’acqua con uno strato d’acqua di circa 25 cm ricambio di 
acqua giornaliero e una superficie riscaldata emersa. La temperatura è un fattore molto 
importante da non trascurare che può influire in maniera significativa sull’assorbimento 
del farmaco somministrato. Per questo motivo, infatti, le sperimentazioni sono state 
fatte alla temperatura di circa 24-26° C in quanto le tartarughe sono animali a sangue 
freddo, e il loro metabolismo dipende dalla temperatura dell’acqua. L’alimentazione si 
è basata su pellet specifico per tartarughe (Biorept, Tropical) 3 volte a settimana. Ai tre 
gruppi A, B e C di tartarughe sono state somministrate per via intracelomatica differenti 
dosi di marbofloxacina (Marbocyl® Vétoquinol 1%) rispettivamente di: 0,4 mg/kg (A), 2 
mg/kg (B) (dose raccomandata per cane e gatto) e 10 mg/kg (C). 
I prelievi di sangue sono stati eseguiti dai seni venosi della zona cervicale di ogni 
tartaruga, prima della somministrazione del farmaco (T0) e successivamente al tempo 
0,5h, 2h, 4h, 10h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 168h, 192h, 216h seguendo un disegno di 
studio parallelo. Infine, i campioni di sangue (0,5 mL di sangue), sono stati raccolti in 
provette eparinizzate, immediatamente centrifugati per l’ottenimento del plasma, e 
conservati in congelatore a 20° C fino al momento dell’analisi. Tamponi cloacali sterili 
sono stati delicatamente inseriti nel primo tratto rettale di ogni tartaruga a 0, 24, 48, 72, 
96, 120, 168, 192, e 216 h dopo somministrazione della marbofloxacina e stati 
immediatamente conservati a -80° C fino al momento dell'analisi. 
 
3.1.6 PREPARAZIONE DEI CAMPIONI ED ESTRAZIONE 
  Materiali e metodi 
31 
 
Nel presente studio la metodica di estrazione dei campioni ottenuti a seguito del 
trattamento animale è stata sviluppata a partire da uno studio precedentemente 
effettuato nel nostro laboratorio riguardante differenti fluorochinoloni, leggermente 
modificata e brevemente rivalidata per il plasma di tartaruga Trachemis Scripta (Giorgi 
et al., 2013). Un’aliquota di plasma (200 µL) di ciascun campione di animale trattato è 
stato diluito con 800 µL di tampone fosfato 0,1 M a pH 7,4, precedentemente preparato 
diluendo in acqua deionizzata e filtrata 0,3117g di sodiofosfato monobasico e 2,0747 g 
di disodiofosfato eptaidrato. I campioni sono stati vortexati e successivamente è stato 
aggiunto 100 µL 500 µg/ml di SI e nuovamente vortexato. Infine sono stati aggiunti 6 mL 
di solvente organico diclorometano, agitati e centrifugati per 10 minuti a 4000 g. 
Successivamente sono stati prelevati 5 mL di strato organico e portati a secco con azoto. 
Al residuo secco sono stati aggiunti 200 µL di fase mobile, vortexati adeguatamente ed 
iniettati in HPLC. 
 
3.2 ENROFLOXACINA 
3.2.1 PRODOTTI CHIMICI E REAGENTI 
Enrofloxacina, ciprofloxacina e lo standard interno sarafloxacina (SI), standard puri al 
99,9 % sono stati acquistati da Sigma-Aldrich srl (Milano). Il cloruro di sodio al 0.9%, 
soluzione per infusione è fornito da Altaselect (Verona). Acetonitrile, cloroformio, 
isopropanolo e metanolo di grado HPLC isocratico sono ottenuti da HiPerSolv 
Chromanorm VWR International Bvba Prolabo (Leuven, Belgio). Trietilammina, potassio 
diidrogenofosfato, acido fosforico e sodio fosfato monobasico di grado analitico sono 
stati acquistati da Farmitalia Carlo Erba S.p.a (Milano). Disodiofosfato eptaidrato è stato 
acquistato da Baker Analyzed Reagent (Deventer, Olanda). 
 
3.2.2 SOLUZIONI STANDARD E RETTE DI TARATURA 
Nella prima fase in laboratorio, antecedente all’inizio della sperimentazione vera e 
propria, sono state preparate soluzioni acquose delle sostanze madri partendo dalle 
sostanze pure di enrofloxacina, ciprofloxacina ed SI al fine di ottenere una 
concentrazione di per ciascuna sostanza madre. Le soluzioni acquose delle sostanze 
madri sono state preparate e conservate in frigo a temperatura 4° C, avvolte in un foglio 
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di alluminio al riparo dalla luce, per un tempo non superiore alle due settimane. 
Successivamente, sono state effettuate ulteriori diluizioni con acqua a partire dalle 
soluzioni madri di concentrazione 1mg/mL, allo scopo di ottenere concentrazioni di 
lavoro a 1000, 500, 250, 100, 50, 10 ng/mL. Queste nuove concentrazioni, riguardanti 
specificatamente l’enrofloxacina ed il suo metabolita attivo ciprofloxacina, sono state 
aggiunte ai campioni di plasma di controllo di Pogona Vitticeps, sono state testate in 
triplicato attraverso lo strumento HPLC in ordine crescente di concentrazione, al fine di 
ottenere una retta di taratura conseguita attraverso il programma GraphPad Prism 4 
Project versione 4.0, 2003. 
 
3.2.3 STRUMENTAZIONE 
 Centrifuga UNIVERSAL 320 Hettich Zentrifugen 
 vortex VWR, VV3 
 agitatore DYNAL Sample Mixer 
 pHmetro HANNA INSTRUMENTS HI 9219 
 HPLC: high performance liquid chromatography (Jasco). 
 
3.2.4 SISTEMA HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) 
Enrofloxacina 
Nel presente studio la separazione cromatografica dei picchi della enrofloxacina, 
ciprofloxacina e del suo SI in relazione anche alle impurezze del plasma, è stata 
eseguita a partire da uno studio precedentemente effettuato nel nostro laboratorio 
riguardante differenti fluorochinoloni (Giorgi et al., 2013).Nel presente studio è stata 
usata una pompa HPLC Jasco PU-2089 Plus con rivelatore fluorimetrico Jasco FP-2020 
Plus e la separazione eseguita con colonna C18 polar 260x4,6 mm 4 µm. La fase 
mobile, è costituita da una miscela di acetonitrile e soluzione acquosa di potassio 
diidrogeno fosfato 0,02 M a pH 4 (20:80 v/v), precedentemente descritta nel capitolo 
3.1.4. L’HPLC nel presente studio ha lavorato in condizioni isocratiche, con flusso 1 
mL/min e loop 50 µL, mentre il detector è stato impostato per lunghezze d’onda pari a 
338 nm e 425 nm, per l’emissione e l’eccitazione. Il gain è stato settato a 100, e 
l’attenuazione a 128. Le aree dei picchi, le integrazioni e le visualizzazioni dei 
cromatogrammi sono stati ottenuti attraverso il programma BORWIN JASCO (Fig.13). 
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Figura 13: Rappresentazione schematica di un sistema HPLC. 
 
3.2.5 TRATTAMENTO ANIMALE IN POGONA VITTICEPS 
Questo studio è stato approvato dal comitato etico dell’Università di Pisa. 
Nel presente studio la metodica di estrazione dei campioni ottenuti a seguito del 
trattamento animale è stata sviluppata a partire da uno studio precedentemente 
effettuato nel nostro laboratorio riguardante differenti fluorochinoloni e brevemente 
rivalidato per il plasma di pogona Vitticeps (Giorgi et al., 2013). 
In questo studio sono stati usati 8 (Pogona Vitticeps), di sesso indeterminato, con peso 
compreso tra 0,29 e 0,50 kg. Gli animali sono stati nutriti a base di insetti e verdura 1 
volta al giorno ed acqua ad libitum. Gli animali sono stati acclimatati per un periodo di 
2 settimane prima dell'inizio dello studio e sono stati determinati in buono stato di 
salute da osservazioni veterinarie generali e comportamentali. Queste osservazioni 
sono state fatte da personale veterinario specializzato. La temperatura dei terrari è 
stata mantenuta compresa tra i 28 e i 31° C utilizzando una lampada ad infrarosso. Una 
formulazione iniettabile di enrofloxacina (Enrovet® 25mg/mL, Bio98, Milano Italia) è 
stata diluita con soluzione salina a 10 mg/mL e quindi iniettata per via intramuscolare 
(IM) nel muscolo femorale destro alla dose di 10 mg/kg. 
I Pogona Vitticeps sono stati identificati (A, B, C, D, E, F, G, H), e successivamente, sono 
stati suddivisi in maniera random in due gruppi: 
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 1° gruppo n=4, sono stati effettuati prelievi di sangue ad intervalli di tempo di 
0,5h, 2h, 6h, 24h, 48h, 144h. 
 2° gruppo n=4 sono stati effettuati prelievi di sangue ad intervalli di tempo di 1h, 
4h, 10h, 24h, 96h, 168h. 
Sono stati eseguiti differenti tempi di prelievo del sangue, al fine di ridurre al minimo i 
prelievi per ogni singolo animale, in quanto i pogona risultano essere piccoli animali 
dove la produzione di sangue è molto lenta a causa del loro lento metabolismo. I 
campioni di sangue (300 µL), sono stati raccolti dalla vena caudale dopo la 
somministrazione del farmaco, seguendo un disegno di studio parallelo. Il sangue è stato 
immediatamente trasferito in provette contenenti acido citrico (Microtainer; Becton 
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), conservato a -20° C fino al momento 
dell’analisi. Tamponi cloacali sterili sono stati delicatamente inseriti nel primo tratto 
rettale di ogni Pogona Vitticeps a 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 10, 24, 48, 96, e 144 h dopo 
somministrazione dell'enrofloxacina e stati immediatamente conservati a -80° C fino al 
momento dell'analisi. 
 
3.2.6 PREPARAZIONE DEI CAMPIONI ED ESTRAZIONE 
Un’aliquota di sangue intero (200 µL) è stato diluito con 800 µL di tampone fosfato 0,1 
M a pH 7,4, ai campioni sono stati aggiunti 100 µL di standard sarafloxacina 5 ppm (500 
ppb) e vortexato. Infine sono stati aggiunti 6 mL di solvente organico costituito da una 
miscela di cloroformio e isopropanolo in rapporto 5:1 (v/v). I campioni sono stati agitati 
per 10 minuti, in modo tale che il solvente estraesse i farmaci dal sangue. Dopo 
l’agitazione i campioni sono stati centrifugati per 10 minuti a 4000 g per separare le parti 
corpuscolate dal surnatante organico contenente gli analiti. 5 mL dello strato organico 
sono stati prelevati e trasferiti in una provetta pulita ed essiccati con una corrente di 
azoto a 40° C. Al residuo secco sono stati aggiunti 200 µL di fase mobile, costituita da 
tampone fosfato e acetonitrile in rapporto rispettivamente 80:20 (v/v), vortexati 
adeguatamente ed una porzione è stata iniettata nel sistema cromatografico. 
 
3.3 METODO PER LA DETERMINAZIONE DELLE CONCENTRAZIONI DI ANALITA NEI 
CAMPIONI 
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Per entrambi gli studi è stato utilizzato il metodo dello standard interno (SI), scelto per 
affinità strutturali, chimico-fisiche e di solubilità nei riguardi della molecola analizzata, 
giustificate in parte da una appartenenza alla medesima classe di farmaci. Questo 
metodo è servito nel processo di estrazione della marbofloxacina, enrofloxacina, 
ciprofloxacina e dei loro SI. In particolare, la percentuale dei rispettivi SI sono risultati 
essere equivalenti alla percentuale degli analiti e ciò ha determinato la possibilità di 
calcolare il loro recupero attraverso determinati passaggi matematici: 
 Determinazione del rapporto tra l’area dello standard interno di ciascun campione e 
l’area della soluzione standard determinata per la costruzione della retta di taratura. 
 Determinazione del picco corrispondente al totale recupero dell’analita definito Real 
Area, attraverso il rapporto tra l’area dei picchi di dell’analita stesso ricavati per ciascun 
campione e la percentuale del recupero dello SI calcolato precedentemente. 
 
3.4 VALIDAZIONE DEL METODO DI MARBOFLOXACINA ED ENROFLOXACINA 
In entrambi gli studi, il metodo analitico per la determinazione della marbofloxacina, 
enrofloxacina e ciprofloxacina è stato brevemente rivalidato a partire da uno studio 
precedentemente effettuato nel nostro laboratorio per la determinazione di differenti 
fluorochinoloni in HPLC. Per la validazione del metodo HPLC-FL è stata utilizzata la linea 
guida dell’EMA (“Guideline on validation of bioanalytical methods”). 
L’accuratezza del metodo è stata dimostrata iniettando il sangue di tartaruga non 
soggetti a trattamento farmacologico (bianchi). 
Linearità: la linearità del metodo è stata valutata in base alla distribuzione dei residui, il 
“fit test” e il “back calculation”. 
La variazione intra-day ed inter-day è stata determinata effettuando analisi ripetute dei 
campioni di controllo qualità (CQ) nello stesso giorno e in giorni differenti. In particolare 
la ripetibilità del metodo è stata dimostrata confrontando i risultati derivanti 
dall’iniezione di tre campioni a tre concentrazioni diverse per un numero totale di tre 
volte nello stesso giorno, nello stesso laboratorio, dallo stesso operatore, usando la 
stessa apparecchiatura e in intervalli di tempo brevi. Per valutare la precisione 
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intermedia è stato eseguito lo stesso procedimento ma in intervalli di tempo lunghi (una 
volta al giorno per cinque giorni consecutivi). 
La stabilità a lungo termine è stata ottenuta confrontando le aree dei campioni CQ 
freschi con le aree dei campioni CQ aggiunti alla matrice organica e conservati a -20°C 
per 14 giorni e per due mesi. 
La variabilità è stata inferiore al 5%. 
La riproducibilità del metodo è stata dimostrata confrontando i risultati ottenuti nel 
laboratorio di farmacologia e tossicologia di San Piero con quelli ottenuti dal laboratorio 
di Medicina Forense dell’Università di Pisa analizzando gli stessi campioni con lo stesso 
metodo, da operatori diversi, utilizzando apparecchiature e intervalli di tempo diversi. 
La specificità del metodo è stata valutata confrontando i cromatogrammi ottenuti 
iniettando il bianco di sangue di tartaruga non soggetto ad alcun trattamento 
farmacologico con quelli ottenuti analizzando campioni di sangue nel quale sono state 
aggiunte concentrazioni note degli analiti e tenute a 37°C per 30 min (metodo delle 
aggiunte) e quelli ottenuti analizzando i campioni di sangue di tartaruga. La più bassa 
concentrazione di analita che può essere rilevata ma non quantificata (LOD) e la più 
bassa concentrazione di analita che può essere rilevata e quantificata (LOQ) sono state 
calcolate determinando il rapporto segnale-rumore ottenuto confrontando i segnali 
misurati su campioni contenenti concentrazioni note di marbofloxacina con quelle di 
campioni bianchi. In particolare il valore di concentrazione corrispondente al segnale più 
basso misurabile sul campione con la certezza che questo segnale non possa essere 
scambiato per il segnale del bianco dovuto al rumore di fondo (LOD) è stato calcolato 
nel modo seguente: 
LOD (segnale)= valore medio dei bianchi + 3 volte la deviazione standard dei bianchi. 
Il valore di concentrazione corrispondente al segnale misurabile sul campione a partire 
dal quale si può ragionevolmente cominciare a quantificare la concentrazione del 
campione stesso (LOQ) è stato calcolato nel modo seguente: 
LOQ (segnale)= valore medio dei bianchi +10 volte la deviazione standard dei bianchi. 
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Il range lineare è stato valutato determinando l'intervallo di concentrazione nel quale il 
segnale varia linearmente con la concentrazione (area proporzionale alla 
concentrazione). 
La robustezza è stata valutata evidenziando i parametri critici del metodo analitico come 
pH, temperatura, concentrazione, volatilità, stabilità in soluzione degli analiti, tempo di 
estrazione, composizione della miscela di estrazione, variazione della composizione di 
fase mobile, variazione della velocità del flusso e il tipo di colonna. 
 
3.5 PARAMETRI FARMACOCINETICI 
Marbofloxacina 
L’analisi farmacocinetica è stata eseguita attraverso l’utilizzo del programma WinNonlin 
5.3.1. I parametri farmacocinetici di marbofloxacina sono stati analizzati attraverso un 
modello sia di tipo non compartimentale che compartimentale (monocompartimentale 
e bicompartimentale). Tra i diversi modelli quello bicompartimentale è risultato più 
idoneo per l’analisi farmacocinetica della marbofloxacina. 
Enrofloxacina 
Anche in questo caso l’analisi farmacocinetica è stata eseguita attraverso l’utilizzo del 
programma WinNonlin 5.3.1. I parametri farmacocinetici della enrofloxacina e 
ciprofloxacina sono stati analizzati attraverso un modello sia di tipo non-
compartimentale che compartimentale (mono-compartimentale e bi-
compartimentale). Tra i diversi modelli quello non-compartimentale è risultato più 
idoneo per l’analisi farmacocinetica della enrofloxacina e del suo metabolita attivo. 
Dall’ analisi farmacocinetica sono stati ottenuti alcuni parametri comuni ai due studi 
quali: 
Half-life di eliminazione= tempo di emivita, cioè il tempo necessario affinché la 
concentrazione plasmatica del farmaco si riduca del 50 %. Si ricava dal rapporto 0,693/λ 
e si misura in ore (h). 
Tmax= tempo necessario per raggiungere la concentrazione massima. 
Cmax= concentrazione massima. 
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AUC0-∞= (Area Under Curve), area sotto la curva concentrazione-tempo, che 
rappresenta la quantità di principio attivo presente nel sangue estrapolata all’infinito. 
Vz/F= volume apparente di distribuzione, cioè la quantità di liquido che sarebbe 
necessario a contenere il farmaco alla stessa concentrazione alla quale esso si trova nel 
sangue. 
Cl/F= clearance apparente, cioè la quantità di sangue ripulita dal farmaco nell’unità di 
tempo. È un parametro che dà informazione sulla scomparsa dal compartimento 
ematico perché mette in relazione la velocità di scomparsa del farmaco con la sua 
concentrazione sanguigna. 
 
3.6 PARAMETRI FARMACODINAMICI 
Lo studio farmacodinamico di entrambi i lavori scientifici è stato eseguito presso il 
Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Torino. 
Questi studi sono stati analizzati attraverso il metodo di Kirby Bauer, un metodo quali-
quantitativo, semplice, rapido ed economico, valido per microrganismi aerobi a crescita 
rapida. La concentrazione di antibiotico nei dischetti è stata di 5 mg/kg. E’ stato eseguito 
un’antibiogramma (Fig.14) che ha lo scopo di testare la sensibilità di dei differenti 
microrganismi al farmaco di interesse. 
 
Figura 14: Antibiogramma 
 
I campioni sono stati esaminati per la presenza di Salmonella spp. con una procedura a 
quattro step: pre-arricchimento, arricchimento, terreni di cultura selettivi e 
identificazione. I tamponi con materiali cloacali o di feci sono stati sottoposti a pre-
arricchimento; ogni campione è stato immerso in 9 mL di acqua distillata e filtrata 
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(BPW) per circa 30 secondi, poi conservati a -20°C. BPW è stato incubato a 37 ± 1°C per 
18 ± 2 h. La fase di arricchimento ha fornito 100 mL ± 10 mL di BPW dispersi in 10 mL ± 
0,5 mL di brodo d'arricchimento novobiocina tetrationato Muller-Kauffman (MKTTn) e 
incubate a 37 ± 2°C per 24 ± 3 ore. 1 mL di materiale della colonia batterica è stata 
seminata su Xilosio Lisina Desossicolato Agar con novobiocina (XLD + N) e agar 
antisettico (BGA), ed incubato a 37 ± 2°C per 24 ± 2 h. Colonie sospette, come 
Salmonella spp. Sono state incubate a 37°C per 24 h. L’identificazione è stata 
effettuata utilizzando un metodo commerciale (API 20 E; BioMerieux, Roma). 
Il protocollo di prova Kirby-Bauer prevede la misurazione della zona di inibizione della 
crescita microbica attorno al disco. Ogni zona, è stata misurata ad occhio nudo durante 
la visualizzazione sul retro della capsula di Petri. In particolare è stata testata l'attività 
farmacologica degli antibiotici contro i diversi batteri. A seconda della dimensione 
della zona di inibizione, il ceppo è stato classificato come sensibili (S > 18 mm), 
intermedio (14 < I <18 mm), o resistente (R < 14 mm), rispetto ai i valori di riferimento. 
L’antibiogramma, quindi, fornisce un’indicazione della capacità batteriostatica del 
farmaco, ovvero la MIC la quale indica la concentrazione minima di farmaco in grado di 
inibire la crescita batterica. 
3.7 ANALISI STATISTICA 
Farmacocinetica 
I risultati delle due sperimentazioni animali sono state espresse come media +/- 
deviazione standard. Il test non parametrico di Kolmogorov-Smirnov è stato applicato 
per verificare la distribuzione dei dati. I parametri farmacocinetici sono stati analizzati 
con l’ausilio del programma GraphPad InStat (GraphPad Software) utilizzando il test t 
di Student ed il test ANOVA assumendo una significatività pari a p<0.05. 
Farmacodinamica 
I risultati ottenuti dal test Kirby-Bauer sono stati analizzati attraverso il programma 
Prism 5.0 (Graph Pad). I risultati delle due sperimentazioni animali sono state espresse 
come media +/- deviazione standard. I dati relativi alla marbofloxacina sono stati 
analizzati utilizzando il test Wilcoxon Signed Rank ed il test ANOVA assumendo una 
significatività pari a p<0.05. I dati relativi alla enrofloxacina sono stati analizzati  
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utilizzando il test One Way ANOVA con post test Kruskal Wallis assumendo una 
significatività pari a p<0.001.
  
 
 
 
4. Risultati 
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MARBOFLOXACINA 
4.1 SPERIMENTAZIONE ANIMALE 
In seguito ai tre differenti dosaggi di marbofloxacina somministrata per via 
intracelomatica, due tartarughe del gruppo C (10 mg/kg) sono decedute 48 h dopo la 
somministrazione del farmaco. Le cause del decesso risultano sconosciute anche dopo 
l’esame autoptico. Le rimanenti tartarughe non hanno evidenziato nessun effetto 
collaterale ascrivibile al farmaco a seguito dei tre differenti dosaggi. 
 
4.2 HPLC-FL: CROMATOGRAMMI 
Lo strumento HPLC-FL ha permesso di determinare cromatogrammi specifici per ciascun 
campione analizzato, al fine di effettuare analisi per la determinazione della 
concentrazione di marbofloxacina nel plasma di tartarughe Trachemis Scripta. 
Come si può osservare dalla figura 15, inizialmente sono stati determinati 
cromatogrammi relativi al plasma privo di analita e SI (controllo) (fig.15, A). 
Successivamente sono state determinate curve cromatografiche della marbofloxacina e 
del suo SI aggiunte al plasma di controllo di tartaruga (fig.15, B). Queste sono state 
caratterizzate da due picchi ben separati, simmetrici e distanti dalle interferenze relative 
alla matrice. Dal grafico si può osservare che la marbofloxacina è caratterizzata da un 
tempo di ritenzione di 6,3 ± 0,3 minuti, mentre lo SI da un tempo di ritenzione di 4,0 ± 
0,3 minuti. Sono stati ottenuti infine cromatogrammi relativi a ciascun campione per i 
tre differenti dosaggi (fig.15, C, D, E), determinati attraverso corse cromatografiche da 
10 minuti ciascuna, caratterizzati anche in questo caso da due picchi ben separati tra di 
loro relativi alla marbofloxacina e al suo SI. I tempi di ritenzione sono stati analoghi a 
quelli riscontrati nei cromatogrammi dei campioni a concentrazione nota. 
Da queste curve sono state determinate le aree corrispondenti a ciascun picco di 
marbofloxacina ed SI attraverso meccanismi di integrazione tra il picco trovato e la linea 
di base del cromatogramma. Dall’area determinata dai vari picchi cromatografici è stato 
possibile quantificare la concentrazioni di marbofloxacina espresse in ng/mL di plasma 
per ciascun campione dove un ruolo fondamentale è dato dalla curva di calibrazione.  
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Figura 15: Cromatogrammi di plasma di tartarughe estratti per la determinazione di marbofloxacina in tartarughe 
Trachemis Scripta. (A) Cromatogramma relativo al plasma di tartaruga di controllo. (B) Cromatogramma relativo a 
concentrazioni note di farmaco e SI (100 ng/mL) aggiunte al plasma di tartaruga di controllo. (C) Cromatogramma 
relativo alla tartaruga del gruppo A (0.4 mg/kg), num. 6, 10 h. (D) Cromatogramma relativo alla tartaruga del gruppo 
B (2 mg/kg), num. 16, 10 h. (E) Cromatogramma relativo alla tartaruga del gruppo C (10 mg/kg), num. 24, 24 h. 
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4.3 CURVE DI CALIBRAZIONE 
Alle condizioni ottimali per il metodo applicato è stato possibile ottenere la retta di 
taratura (Fig 16) caratterizzata da valori determinati in laboratorio. 
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Figura 16: Retta di taratura della marbofloxacina. 
 
L’equazione ottenuta dalla retta di taratura è stata: 
Marbofloxacina Y=14000X-13000, r2=1 
Dall’analisi della regressione lineare è stato possibile osservare come la retta di taratura 
ottenuta attraverso i dati sperimentali sia del tutto sovrapponibile alla retta teorica. 
4.4 VALIDAZIONE DEL METODO 
Come accennato precedentemente, per la validazione del metodo HPLC-FL sono state 
seguite le linee guida dell’EMEA (“Guideline on validation of bioanalytical methods 
2009”) attraverso la quale sono stati determinati alcuni valori specifici relativi al metodo 
utilizzato: 
 Accuratezza elevata 
 Variazioni intra-inter day CV % < 7,2 % valore determinato effettuando analisi 
ripetute dei campioni di controllo nello stesso giorno e in giorni differenti. 
 Metodo ripetibile in quanto i risultati derivanti dall’iniezione di tre campioni a 
tre concentrazioni diverse di marbofloxacina ha dato valori percentuali di CV % 
< 5,5 % 
ƞg/mL 
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 Metodo riproducibile in quanto gli stessi campioni (n=3) analizzati in due 
laboratori differenti hanno dato una differenza quantitativa massima del 5,8 %. 
 Metodo specifico poiché non esistono impurità derivanti dalla matrice ai tempi 
di ritenzione dei due analiti. 
 Metodo lineare nel range da 10-500 ng/mL 
 Il limite di quantificazione LOQ= 10 ng/ml, limite di determinazione di LOD= 3 
ng/ml. 
 
4.5 FARMACOCINETICA 
Le concentrazioni di marbofloxacina calcolate per ciascuna tartaruga sono state messe 
in relazione al tempo attraverso l’utilizzo di grafici in scala semi-logaritmica. 
Questo andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato ulteriormente 
studiato attraverso il programma WinNonlin ver. 5.3.1 per la determinazione dei 
parametri farmacocinetici esplicativi dei grafici ottenuti. 
In particolare, la cinetica della marbofloxacina è stata descritta adeguatamente 
attraverso un modello di tipo bicompartimentale, ovvero una cinetica caratterizzata da 
una prima fase di eliminazione più veloce fino a circa 72 h e successiva fase di 
eliminazione più lenta fino alle 168 h. Precisamente, nella figura 17 è stato possibile 
osservare che le concentrazioni di farmaco presenti nella curva concentrazione-tempo 
relative al dosaggio a 0.4 e 2 e 10 mg/kg sono state determinabili fino alle 168 h. Da un 
analisi più approfondita è stato riscontrato che la marbofloxacina presenta un rapido 
assorbimento ed un andamento similare per tutti e tre i gruppi nella fase di eliminazione 
fino alle 96 h. Successivamente l’andamento della curva del gruppo A ha mostrato 
alcune differenze in relazione agli altri due gruppi. Infine è possibile osservare un 
andamento dose dipendente della marbofloxacina in relazione alle concentrazioni di 
farmaco. I parametri farmacocinetici elencati nella tabella 1 mostrano chiaramente 
quanto osservato dalle curve concentrazione-tempo della marbofloxacina. In particolare 
è possibile osservare come sia la Cmax che l’AUC incrementino in modo lineare in 
relazione alla dose: Cmax 235,36±44,03; 1047,61±272,21; 7145±3493 ng/mL mentre 
l’AUC è risultata essere 4697±2770; 16257±6066; 139146±38097 hr*ng/mL 
rispettivamente a 0,4, 2 e 10 mg/kg. Dai parametri farmacocinetici è stato inoltre 
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possibile osservare una significativa variabilità tra i gruppi di trattamento per quanto 
riguarda i valori di Tmax nel range tra 2,82-4,64 h e Beta_HL tra 16,14-30,68 h. 
  
 
 
 
Figura 17: Curve della concentrazione-tempo di marbofloxacina a seguito di tre differenti dosaggi di farmaco. (-○-) Curva cromatografica al dosaggio di 0,4 mg/kg (gruppo A, n=8). 
(-●-) Curva cromatografica al dosaggio di 2 mg/kg (gruppo B, n=8). (-◊-) Curva cromatografica al dosaggio di 10 mg/kg (gruppo C, n=8). 
I numeri in parentesi indicano gli animali di cui è stato possibile quantificare la marbofloxacina, se differente da 8. 
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        A       B       C   
             
Parametri Unità   Media   DS   Media   DS   Media   DS 
K01_HL hr   1,14 ± 1,51   1,24 ± 1,00   1,96 ± 1,10 
K10_HL hr   10,48 ± 5,58   6,90 ± 3,74   8,84 ± 4,79 
K01 1/hr   2,33 ± 2,25   0,90 ± 0,55   0,48 ± 0,31 
K10 1/hr   0,09 ± 0.06   0,13 ± 0,06   0,11 ± 0,08 
Tmax hr   3,45 ± 3,62   2,82 ± 1,22   4,64 ± 2,06 
Cmax ng/mL   235,36 ± 44.03   1047,61 ± 272,21   7145,83 ± 3493,64 
Alpha_HL hr   6,42 ± 4,64   3,14 ± 1,13   3,73 ± 2,51 
V/F mL/kg   1590,37 ± 1471,61   1525,01 ± 1170,73   468,46 ± 462,07 
CL/F mL/hr/kg   116,77 ± 72,52   141,62 ± 62,68   76,78 ± 24,46 
Beta_HL hr   30,68 ± 20,26   24,94 ± 11,32   16,14 ± 3,61 
AUC 
K12 
K21 
hr*ng/mL 
1/hr 
1/hr 
 
  4697,60 
0,07 
0,05 
 
± 
± 
± 
2770,84 
0,08 
0,02 
  16257,72 
0,08 
0,07 
± 
± 
± 
6066,75 
0,04 
0,04 
  139146,00 
0,09 
0,11 
 
± 
± 
± 
38097,94 
0,11 
0,04 
                            
Tabella 1: Principali parametri farmacocinetici della marbofloxacina dopo la somministrazione intracelomatica di differenti dosaggi di farmaco (0,4, 2 e 10 mg/kg). 
AUC, area sotto la curva concentrazione-tempo; Tmax, tempo al picco; Cmax, concentrazione plasmatica massima; K01, costante di assorbimento; K10, costante di eliminazione dal compartimento 
1; K12, costante di spostamento dal compartimento 1 al 2; K21, costante di spostamento dal compartimento 2 al 1; Beta_HL, emivita di eliminazione; CL/F, clearance apparente; V/F, volume di 
distribuzione apparente
(0,4mg/kg) (2 mg/kg) (10 mg/kg) 
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4.6 FARMACODINAMICA 
Metodo di Kirby-Bauer 
Subito prima della somministrazione del farmaco (T0) in tutti i gruppi è stato possibile 
isolare E. coli. La zona di inibizione media contro E.coli è stata di 35,4 ± 0,6 mm, 36,0 ± 
0,9 mm e 36,5 ± 0,9 mm, rispettivamente per il gruppo A, B, e C. Secondo le linee guida 
CLSI, i dati indicano la sensibilità del batterio alla marbofloxacina. Successivamente, 
dopo la somministrazione del farmaco nessun batterio è stato osservato al tempo T24h. 
A T48h nel gruppo A (0,4 mg/kg), ceppi di Salmonella spp. resistente sono stati isolati 
mostrando una zona di inibizione vicina allo 0 mm, indicando una forte resistenza alla 
marbofloxacina mentre al T96h è stato inoltre possibile isolare solo in questo gruppo, al 
dosaggio più basso di farmaco, due ceppi di E. coli resistente alla marbofloxacina (Fig. 
18). Le figure 19 e 20 mostrano invece come nel gruppo B e C ceppi di Salmonella spp 
resistente siano stati isolati al T72h a seguito di dosaggi più elevati di farmaco (2 mg/kg 
e 10 mg/kg).  
La figura 21 mostra la totale quantità di batteri isolati durante tutto lo studio dove è 
stato possibile osservare che il batterio maggiormente isolato (26/36) è stato quello 
della Salmonella spp resistente alla marbofloxacina. 
Nella figura 22 è stato possibile confrontare i risultati dell’isolamento dei batteri per ogni 
tempo di collezionamento dei tamponi cloacali in relazione a ciascun gruppo di 
trattamento. E’ stato infatti possibile osservare una differenza statisticamente 
significativa (p<0,05) tra il gruppo A a T96h rispetto agli altri gruppi e tempi di 
collezionamento dei tamponi mostrando una significativa quantità di batteri tutti 
resistenti alla marbofloxacina. 
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Figura 18: Distribuzione di batteri isolati osservati dopo la somministrazione intracelomatica di una singola dose di 
0,4 mg/kg (Gruppo A) di marbofloxacina in tartarughe (Trachemis Scripta). 
 
 
 
 
Figura 19: Distribuzione di batteri isolati osservati dopo la somministrazione intracelomatica di una singola dose di 2  
mg/kg (Gruppo B) di marbofloxacina in tartarughe (Trachemis Scripta). 
 
 
Figura 20: Distribuzione di batteri isolati osservati dopo la somministrazione intracelomatica di una singola dose di 
10 mg/kg (Gruppo C) di marbofloxacina in tartarughe (Trachemis Scripta).  
 A T0     A T24    A T48     A T72    A T96    A T120   A T168   A T192  A T216           Tempo (ore) 
 
B T0       B T24    B T48   B T72    B T96   B T120   B T168  B T192  B T216              Tempo (ore) 
 
C T0    C T24    C T48   C T72   C T96  C T120 C T168  C T192 C T216         Tempo (ore) 
 
 
 
Kirby Bauer Gruppo C (10 mg/kg) N=8/6 
 
Kirby Bauer Gruppo B (2 mg/kg) N=8 
Kirby Bauer Gruppo A (0,4 mg/kg) N=8 
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Figura 21: Conta totale dei batteri isolati nei tre gruppi di tartarughe Trachemis Scripta e la loro sensibilità o resistenza 
alla marbofloxacina. 
 
Figura 22: Rappresentazione di tutti i batteri isolati in tutti i gruppi di studio per ogni tempo di collezionamento del 
tampone cloacale. I dati sono stati analizzati utilizzando One way Anova con Dunnet post test (P <0,05). (*) Solo il 
Gruppo A al tempo di T96 h ha dimostrato una differenza significativa rispetto gli altri punti di collezionamento. 
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ENROFLOXACINA 
5.1 SPERIMENTAZIONE ANIMALE 
Nel presente studio, nessun animale trattato ha evidenziato effetti collaterali ascrivibili 
al farmaco. Inoltre, non sono stati osservati fenomeni di infiammazione o necrosi nel 
sito di inoculo del farmaco. 
 
5.2 HPLC-FL: CROMATOGRAMMI 
Lo strumento HPLC-FL ha permesso di determinare cromatogrammi specifici per ciascun 
campione analizzato, al fine di effettuare analisi di tipo qualitativo e quantitativo per la 
determinazione della concentrazione di enrofloxacina e del suo metabolita 
ciprofloxacina nel plasma di Pogona Vitticeps. Come si può osservare dalla figura 23 A, 
inizialmente sono stati determinati cromatogrammi relativi alle iniezioni di plasma privo 
di analita e SI (controllo), caratterizzati dalla presenza di un insieme di picchi individuati 
in un range di tempo di ritenzione fino a 4 minuti circa. Successivamente sono state 
determinate curve cromatografiche della enrofloxacina aggiunte al plasma dei Pogona 
Vitticeps (controllo) (fig.23, B). Queste sono state caratterizzate da tre picchi relativi alla 
enrofloxacina, ciprofloxacina e SI ben separati, simmetrici e distanti dalle interferenze 
relative alla matrice. Dal grafico si può osservare che il metabolita ciprofloxacina è stato 
caratterizzato da un tempo di ritenzione di 5,0 ± 0,4 minuti, l’enrofloxacina 6,2 ± 0,3 
minuti, mentre lo SI da un tempo di ritenzione di 9,0 ± 0,3 minuti. Sono stati ottenuti 
infine cromatogrammi relativi a ciascun campione (fig.23 C), determinati attraverso 
corse cromatografiche da 12 minuti ciascuna, caratterizzati anche in questo caso da tre 
picchi ben separati tra di loro relativi alla enrofloxacina, ciprofloxacina e allo SI e 
individuati a tempi di ritenzione analoghi a quelli riscontrati nei cromatogrammi dei 
campioni a concentrazione nota. Da queste curve sono state determinate le aree 
corrispondenti a ciascun picco di enrofloxacina e ciprofloxacina attraverso meccanismi 
di integrazione tra il picco trovato e la linea di base del cromatogramma. Dall’area 
determinata dai vari picchi cromatografici è stato possibile quantificare la 
concentrazione di enrofloxacina e ciprofloxacina espresse in ng/mL di plasma per 
ciascun campione dove un ruolo fondamentale è dato dalla curva di calibrazione. 
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Figura 23: Cromatogrammi rappresentativi dell’andamento della concentrazione dell’enrofloxacina nel plasma di 
Pogona Vitticeps dopo somministrazione intramuscolare di enrofloxacina alla dose clinica di 10 mg/kg. 
(A) Cromatogramma relativo al sangue di Pogona Vitticeps (controllo). (B) Campione di sangue di controllo di Pogona 
Vitticeps con aggiunta di enrofloxacina e ciprofloxacina. (C) Cromatogramma relativo al Pogona Vitticeps H (gruppo 
B) 96h. 
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5.3 CURVE DI CALIBRAZIONE 
Alle condizioni ottimali per il metodo applicato è stato possibile ottenere la retta di 
taratura (Fig 24) caratterizzata da valori determinati in laboratorio. Le rette sono utili 
per calcolare le concentrazioni dell’analita nei campioni di sangue a partire dall’area 
dei picchi presenti nel cromatogramma. 
 
 
ƞg/mL 
Figura 24: Rette di taratura dell’enrofloxacina e ciprofloxacina (- ○-enrofloxacina; -●- ciprofloxacina) 
 
L’equazione ottenuta dalla retta di taratura per enrofloxacina e ciprofloxacina sono 
rispettivamente: 
Enrofloxacina Y= 8500X – 180000, r2= 0,99 
Ciprofloxacina Y= 3600X – 59000, r2= 0,98 
Dall’analisi della regressione lineare è stato possibile osservare come la retta ottenuta 
attraverso i dati sperimentali sia molto vicina alla retta teorica sia per quanto riguarda 
l’enrofloxacina che per il suo metabolita. 
 
5.4 VALIDAZIONE DEL METODO 
Come accennato precedentemente per la validazione del metodo HPLC-FL è stata 
utilizzata la linea guida dell’EMEA (“Guideline on validation of bioanalytical methods 
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metodo 2009”) attraverso la quale sono stati determinati alcuni valori specifici relativi 
al utilizzato: 
 Accuratezza elevata 
 Variazioni intra-inter day CV % < 7,3 %, valore determinato effettuando analisi 
ripetute dei campioni di controllo nello stesso giorno e in giorni differenti. 
 Metodo ripetibile in quanto i risultati hanno dato valori percentuali di CV % < 5,8 
% 
 Metodo riproducibile in quanto gli stessi campioni analizzati in due laboratori 
differenti hanno dato una differenza quantitativa massima del 5,6 %. 
 Metodo specifico poiché non esistono impurità derivanti dalla matrice ai tempi 
di ritenzione dei due analiti. 
 Metodo lineare nel range da 10-1000 ng/mL 
 Il limite di quantificazione di LOQ= 10 ng/mL e il limite di determinazione di LOD= 
3 ng/mL 
 
5.5 FARMACOCINETICA 
Le concentrazioni di enrofloxacina calcolate per ciascun animale, sono state messe in 
relazione al tempo attraverso l’utilizzo di grafici in scala semi-logaritmica. 
Questo andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato ulteriormente 
studiato attraverso il programma WinNonlin ver 5.3.1 per la determinazione di un 
modello di riferimento e di parametri farmacocinetici esplicativi dei grafici ottenuti. 
La cinetica della enrofloxacina è stata descritta adeguatamente attraverso un modello 
di tipo non compartimentale. Come descritto nel paragrafo 3.2.5 i Pogona Vitticeps sono 
stati suddivisi in due gruppi A e B e i prelievi di sangue sono stati eseguiti a differenti 
intervalli di tempo al fine di ridurre al minimo i prelievi per ogni singolo animale (fig 
25,26). Successivamente è stato possibile ottenere la curva media concentrazione-
tempo ricavata dall’unione dei tempi di collezionamento del sangue di entrambi i gruppi 
A e B, da cui è stato possibile osservare un rapido assorbimento del farmaco ed una 
successiva prima fase di eliminazione rapida fino al tempo T24h seguita da una fase più 
lenta fino al tempo T120h (fig.27). La tabella 2 mostra come non siano state osservate 
differenze statisticamente significative nei parametri farmacocinetici ottenuti da 
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entrambi i gruppi A e B e dalla loro unione (media totale, MT), mostrando valori medi di 
AUC similari L’enrofloxacina è stata rapidamente assorbita e ha mostrato una HLƛz di 
circa 20 h. Nel gruppo A il farmaco è stato visibile in tutti gli animali da 1 a 96 h (fig. 
25).Diversamente, nel gruppo B l'enrofloxacina è stata quantificabile in tutti i campioni 
di sangue da 0,5 fino a 72 h, mentre solo in un Pogona Vitticeps è stata quantificabile 
fino a 120 h (fig. 26). 
Per quanto riguarda la ciprofloxacina, in entrambi i gruppi le concentrazioni plasmatiche 
del metabolita sono risultate essere piuttosto variabili e fluttuanti (tab 3) e molto 
inferiori a quelle del farmaco parentale, rilevabile negli stessi intervalli di tempo. 
Purtroppo a causa del loro andamento non hanno permesso di trovare un modello 
farmacocinetico che potesse descrivere la curva con una sufficiente approssimazione. 
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Figura 25: Curva concentrazione-tempo dei Pogona Vitticeps del gruppo A dopo singola somministrazione 
intramuscolare di 10 mg/kg enrofloxacina (n = 4) (----). Le barre verticali rappresentano la deviazione standard. 
 
 
Figura 26: Curva concentrazione-tempo dei Pogona Vitticeps del gruppo B dopo singola somministrazione 
intramuscolare di 10 mg/kg enrofloxacina (n = 4) (-•-). Le barre verticali rappresentano la deviazione standard. 
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Figura 27: Curva concentrazione-tempo ottenuti dalla combinazione dei tempi di prelievo del sangue del gruppo A 
() e gruppo B () dopo somministrazione intramuscolare di enrofloxacina 10 mg/kg nei Pogona Vitticeps. Le barre 
verticali rappresentano la deviazione standard. 
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Tabella 2: Media dei parametri farmacocinetici dopo singola somministrazione intramuscolare di enrofloxacina 10 mg/kg nei Pogona Vitticeps dopo differenti tempi di prelievo nel gruppo A e B. 
R2=coefficiente di correlazione; ƛz= costante della fase terminale; HLƛz= emivita della fase terminale; Tmax= tempo per raggiungere la Cmax; Cmax= concentrazione massima; AUC= area sotto la curva; 
Vz_F= volume di distribuzione apparente; Cl_F= clearance apparente; AUMC= momento dell’area sotto la curva; MRT= tempo di permanenza medio. 
 
 
Tabella 3: Concentrazione plasmatiche del metabolita ciprofloxacina dopo la somministrazione intramuscolare di enrofloxacina 10 mg/kg nei Pogona Vitticeps a differenti tempi di prelievo nel 
gruppo A e B e le relative deviazioni standard.
Grup 1po A Grup 2po B Gruppo A, B 
Parametri Unità Media DS Media DS Media
R² 0,89715 0,148072 0,856225 0,057833 0,916
lz 1/hr 0,0348 0,00455 0,03265 0,003586 0,0337
HLlz hr 20,17 2,64 21,43 2,13 20,54
Tmax hr 2 0 1 0 1
Cmax ng/mL 9.444 3.473 11.916 5.236 11.916
AUC0- hr*ng/mL 146.042 35.150 163.670 50.469 152.297
Vz_F mL/kg 1.944 556 1.912 555 1.904
Cl_F mL/hr/kg 66,60 16,40 63,77 26,46 64,26
AUMC hr
2
*ng/mL 4.016.724 1.197.078 4.898.131 1.839.479 4.752.120
MRT hr 25,71 5,07 27,65 2,34 30,54
Gruppo A Gruppo B
Tempo (h) Conc (ng/mL) DS Tempo (h) Conc (ng/mL) DS
1 209,59 160,99 0,5 105,97 29,98
4 277,23 106,00 2 185,54 92,51
10 201,39 99,41 6 118,29 78,34
48 205,75 237,47 24 89,98 36,56
96 121,41 130,78 72 63,94 45,38
144 / / 120 24,25 /
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4.5 FARMACODINAMICA 
Metodo Kirby-Bauer 
Subito prima della somministrazione del farmaco (T0) attraverso il metodo di Kirby-
Bauer sono state isolati e tipizzati ceppi batterici di Salmonella da tutti e 8 gli animali 
presi in esame. La tipizzazione ha portato ad identificare due sottospecie di Salmonella, 
la Salmonella enterica sottospecie enterica e la Salmonella enterica sottospecie 3a. Nella 
Salmonella enterica sottospecie enterica i test di sensibilità all’enrofloxacina 
evidenziano un’iniziale sensibilità che volge poi ad una totale o parziale resistenza 
(intermedia) nelle ore successive, mentre la Salmonella 3a si è dimostrata sensibile per 
tutti i tempi sperimentali. Sono stati ritrovati inoltre altri ceppi batterici come, 
Escherichia Coli, Proteus spp., e Pseudomonas spp. Nei Pogona Vitticeps A-B-E-F-H 
l’E.Coli isolato risulta sempre sensibile fino alle 24h fino ad una totale scomparsa alle 
48h, mentre per quanto riguarda i Pogona Vitticeps C-D-G l’E.Coli è stato isolato 
esclusivamente a partire dalle 24 h ed è risultato sempre essere resistente al farmaco. 
Per quanto riguarda il batterio Pseudomonas spp i test di sensibilità alla enrofloxacina 
hanno mostrato valori intermedi. Infine per quanto riguarda il batterio Proteus spp. solo 
due batteri isolati sono stati osservati in tutti i campioni risultati entrambi resistenti 
all’enrofloxacina. 
Complessivamente, è stato possibile identificare 35 colonie di Salmonella enterica 
(entrambe le sottospecie), 18 E.coli, 13 Pseudomonas spp e 2 Proteus spp. Tra le colonie 
sensibili, Salmonella enterica, sottospecie enterica, ha mostrato una zona di inibizione 
di 28,80 ± 0,8367 mm, Salmonella enterica sottospecie 3a di 28,50 ± 3,609 mm, E.coli 
27,00 ± 3,256 mm e Pseudomonas spp. 22,89 ± 3,551 mm. 
Le figure 28 e 29 mostrano i risultati relativi all’isolamento dei batteri nei due differenti 
gruppi A e B a tutti i punti di collezionamento dei tamponi cloacali. Nella figura 30 è stato 
possibile confrontare i risultati dell’isolamento dei battei per ogni tempo di 
collezionamento dei tamponi cloacali in relazione a ciascun gruppo di trattamento. In 
particolar modo, è stato possibile osservare come la quantità di Salmonella enterica 
sottospecie 3a sensibile, attraverso il test One Way Anova con post test di Kruskal Wallis, 
abbia evidenziato una differenza statisticamente significativa in relazione ai restanti 
ceppi batterici in quanto si è mostrata sensibile e sempre isolata in grandi quantità in 
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tutti i tempi sperimentali. La figura 31 mostra la totale quantità di batteri isolati durante 
tutto lo studio dove è stato possibile osservare che i batteri maggiormente isolati sono 
stati quello della Salmonella enterica sottospecie 3a e il batterio E.Coli, risultati entrambi 
sensibili all’enrofloxacina.  
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Figura 28: Distribuzione di batteri isolati osservati dopo la somministrazione intramuscolare di una singola dose di 10 
mg/kg (Gruppo A) di enrofloxacina in Pogona Vitticeps. 
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Figura 29: Distribuzione di batteri isolati osservati dopo la somministrazione intramuscolare di una singola dose di 10 
mg/kg (Gruppo B) di enrofloxacina in Pogona Vitticeps. 
0h
 3
0 
m
in
 
1h 2h 4h 6h 10
h
24
h
48
h
96
h
14
4h
0
5
10
15
20
25
Isolamenti Totali (Gruppo A + Gruppo B)
N=8
Salm. ent sub ent R
Salm. ent sub ent I
Salm ent. sub ent S
Salm. ent sub 3a R
Salm. ent sub 3a I
Salm ent. sub 3a S
E.Coli R
E.Coli I
E.Coli S
Pseudomonas R
Pseudomonas I
Pseudomonas S
Proteus spp R
Proteus spp I
Proteus spp S
N
u
m
e
ro
 d
i 
is
o
la
m
e
n
ti
 
Figura 30: Distribuzione di batteri isolati totali (gruppo A e B) dopo la somministrazione intramuscolare di una singola 
dose di 10 mg/kg di enrofloxacina in Pogona Vitticeps. • T24 h N=8. *Significatività p<0,001  
N=8 
N=4 
• 
* 
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Figura 31: Conta totale dei batteri isolati nei due gruppi A e B di Pogona Vitticeps e la loro sensibilità o resistenza 
all’enrofloxacina.
  
 
 
 
 
5.Discussione 
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Lo sviluppo dell’antibiotico-resistenza negli ultimi decenni ha portato ad un uso 
prudente degli agenti antimicrobici, sia in medicina umana che veterinaria. Sono state 
osservate associazioni positive tra il consumo di antibiotici e la comparsa di resistenza 
dei batteri per la maggior parte delle combinazioni di farmaci presenti in commercio sia 
per la medicina umana che veterinaria. Nello specifico, la World Health Organization 
(WHO) e la Food and Drug Administration (FDA) hanno riscontrato che una parte della 
resistenza batterica poteva essere ascritta all’uso di antibiotici negli animali ed hanno 
stabilito restrizioni sull’uso di fluorochinoloni in medicina veterinaria, al fine di ridurre 
al minimo la comparsa di questi fenomeni (Blesa et al., 2012). 
Questo studio prende in esame le tartarughe Trachemis Scripta e i Pogona Vitticeps in 
quanto negli ultimi anni questi animali sono considerati anche in Europa come animali 
domestici. È inoltre importante sottolineare come le tartarughe, in alcune culture 
orientali, siano entrate a far parte della catena alimentare umana (Ertl&Winston, 1997). 
È nata quindi l’esigenza di valutare concentrazioni plasmatiche di antibiotici 
ampliamente commercializzati in medicina veterinaria come la marbofloxacina e la 
enrofloxacina per salvaguardare la salute dell’animale e dell’ambiente circostante. 
Questi animali infatti possono infettarsi e contemporaneamente essere portatori di 
agenti infettivi, come per esempio la Salmonella. Ogni anno la Salmonella causa 1,4 
milioni di infezioni e 400 decessi. Circa il 6% di casi sono riconducibili al contatto diretto 
con i rettili (Nagano et al., 2006). 
 
5.1 Marbofloxacina in tartarughe Trachemis Scripta 
La marbofloxacina è un farmaco antibiotico di sintesi utilizzato in medicina veterinaria, 
appartenente alla classe dei fluorochinoloni, avente un ampio spettro d’azione, che 
include i batteri gram negativi e gram positivi, ed un’ottima diffusione tissutale. 
In commercio sono presenti differenti tipi di formulazioni per la somministrazione di 
marbofloxacina in medicina veterinaria ma recenti studi in letteratura hanno dimostrato 
che il trattamento orale è la via di somministrazione più adatta nelle tartarughe se 
comparata con quella intramuscolare (James et al., 2003; Jacobson et al., 2005). Tuttavia 
la somministrazione orale richiede delle attenzioni e una strumentazione specifica per 
la somministrazione. Questa tecnica può causare dolore ed essere causa di forte stress 
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per l’animale anche se applicato per brevi periodi. Alcuni studi riguardanti differenti 
fluorochinoloni somministrati nei rettili per via intramuscolare, hanno mostrato possibili 
irritazioni locali e necrosi dei tessuti molli (James et al, 2003; Jacobson et al., 2005; 
Maxwell et al, 1997; Giovani et al., 1997). Infine, in letteratura è stato recentemente 
riportato che la somministrazione intracelomatica di fluorochinoloni secondo 
appropriate diluizioni non ha mostrato nessun effetto collaterale (Giorgi et al., 2013, 
2015). Pertanto, nel presente studio, viene utilizzata la somministrazione 
intracelomatica poiché considerata la via di somministrazione più riproducibile e adatta 
in termini di benessere dell’animale. 
I dati farmacocinetici ottenuti nel presente studio stabiliscono che la somministrazione 
intracelomatica di marbofloxacina ai dosaggi di 0,4, 2 e 10 mg/kg è stata rilevabile in 
tutti e tre i gruppi di trattamento dalla prima raccolta di sangue, 5 minuti dopo la 
somministrazione del farmaco. Il farmaco è stato rintracciabile in tutti gli animali fino a 
circa 150 h dopo la somministrazione. Il calcolo dei parametri AUC e Cmax hanno 
mostrato un andamento dose-dipendente del farmaco. Questo andamento è stato 
dimostrato anche in uno studio di Shan et al. (2015) dove valori farmacocinetici sono 
stati determinati dopo somministrazione intramuscolare ed orale di marbofloxacina alla 
dose di 10 mg/kg in tartarughe cinesi soft-shelled ( dal guscio molle). Nel nostro studio 
inoltre, l'analisi farmacocinetica ha mostrato valori di Cmax (1047,61 ± 272,21 ng/mL) e 
Tmax (2,82±1,22 h) ottenuti al dosaggio clinico di 2 mg/kg leggermente superiore rispetto 
a valori riscontrati in letteratura riguardanti i mammiferi (Cmax 432 ng/mL; Tmax 5.30 h) 
(Yohannes et al., 2015) e nettamente inferiore rispetto ai valori ritrovati in letteratura 
riguardo le tartarughe Caretta Caretta (Cmax 8,90 ± 2,28 ng/mL; Tmax 0.65 h) entrambi al 
medesimo dosaggio del presente studio (Lai et al., 2009). Da ciò deriva l’importanza di 
condurre studi farmacocinetici specifici per ogni specie animale piuttosto che 
estrapolare le dosi utilizzate da dati analizzati in differenti specie animali (Isazar et al., 
2013). 
Per quanto concerne i possibili effetti collaterali del farmaco, due tartarughe del gruppo 
C (10 mg/kg) sono morte due giorni dopo la somministrazione di marbofloxacina ma fino 
al loro decesso i campioni di sangue sono stati raccolti e non è stata osservata nessuna 
alterazione nei campioni prelevati da queste. Sebbene non ci sia certezza, è stata 
valutata probabile l’ipotesi che la causa del decesso sia dovuta all’elevato dosaggio di 
  Discussione 
65 
 
farmaco, ma può anche essere attribuita al fatto che gli animali non abbiano sopportato 
lo stress del maneggiamento e dei frequenti prelievi di sangue. Non è possibile 
affermare che la morte di questi animali sia dovuta alla somministrazione di una dose 
troppo elevata di marbofloxacina, poiché anche in letteratura sono presenti studi dove 
è stata presa in esame la marbofloxacina al medesimo dosaggio. Nello specifico, in uno 
studio di Shan et al. (2015), è stato utilizzato un dosaggio di 10 mg/kg nelle tartarughe 
soft-shelled e sono stati osservati solo pochi e transitori effetti collaterali. Lo stesso 
regime posologico è stato somministrato anche nei bovini e anche in questo caso non 
sono stati osservati effetti tossici o letali (Grandmange et al., 2012). Tuttavia, ulteriori 
studi sono necessari per valutare la potenziale tossicità della marbofloxacina al dosaggio 
di 10 mg/kg (5 volte la dose terapeutica). 
Per quanto riguarda lo studio farmacodinamico sviluppato in questo studio, subito prima 
della somministrazione del farmaco (T0) in tutti i gruppi è stato possibile isolare E. coli. 
Da ciò se ne deduce la possibilità che altri batteri non siano stati isolati poiché la quantità 
di E. coli era molto elevata e questo ne potrebbe aver nascosto la presenza. Infatti, 48h 
dopo la somministrazione di marbofloxacina, in tutti i gruppi è stato possibile isolare 
diversi ceppi di Salmonella spp., che fin da subito hanno dimostrato una forte resistenza 
al farmaco. Questa resistenza è stata mantenuta fino al tempo 216 h. E’ stato inoltre 
possibile osservare una differenza statisticamente significativa (p<0,05) tra il gruppo A 
(0,4 mg/kg) al tempo T96 h rispetto agli altri gruppi di trattamento e tempi di 
collezionamento dei tamponi mostrando una grande quantità di batteri tutti resistenti 
alla marbofloxacina. L'elevato numero di batteri isolati e la resistenza globale di questi 
batteri sembra suggerire che una bassa concentrazione di marbofloxacina potrebbe 
essere ben tollerata dai comuni batteri, fino allo sviluppo di resistenza agli antibiotici. 
Inoltre, nello studio di Shan et al. (2015) è stato possibile apprezzare un effetto 
battericida/batteriostatico del farmaco contro Aeromonas hydrophilia nelle tartarughe 
Soft Shelled, mentre nello studio di Yohannes et al. (2015) la somministrazione di 
marbofloxacina non ha eliminato lo Staphilococcus intermedius nei cani beagle. 
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5.2 Enrofloxacina in pogona Vitticeps. 
In seguito al lancio sul mercato negli anni ’80 i fluorochinoloni sono diventati il gruppo 
di antibiotici di origine sintetica più usati in medicina veterinaria. Tra questi 
l’enrofloxacina è l’antibiotico più comunemente usato anche nei rettili per il 
trattamento di infezioni batteriche. Il farmaco, esplica un’attività contro gram positivi, 
gram negativi e pochi effetti collaterali (Jacobson, 2005). 
Questo studio prende in esame la possibilità di somministrare l’enrofloxacina per via 
intramuscolare poiché nonostante abbia molti vantaggi clinici, recenti studi hanno 
mostrato come la forma iniettabile possa essere estremamente irritante. Nello specifico, 
in uno studio di Casares&Enders (1996), eseguito sulle tartarughe Galapagos trattate 
con una soluzione di enrofloxacina 100 mg/mL a dosaggi di 5 mg/kg per via 
intramuscolare, sono stati riscontrati notevoli effetti collaterali come convulsioni, 
ipereccitazione, diarrea e ipersalivazione mentre nello studio di James et al. (2003), sono 
state trattate tartarughe Trachemis Scripta Elegans le quali hanno ricevuto 22 mg/mL di 
enrofloxacina al dosaggio di 10 mg/kg per via intramuscolare, quindi una soluzione 
meno concentrata, ma a dosaggi più alti rispetto al precedente. In questo caso, gli 
animali, in seguito all’iniezione di farmaco hanno evidenziato dolore e fastidio nella 
zampa dimostrata dal ritiro di questa nel carapace e dalla difficoltà di deambulazione. 
Questi effetti collaterali, in entrambi gli studi, hanno suggerito che la somministrazione 
per via orale potrebbe essere quella ottimale (Jacobson et al., 2005). Per animali di 
piccola taglia come ad esempio i pogona Vitticeps la somministrazione orale, però non 
risulta la più vantaggiosa, poiché questa richiederebbe una sonda orogastrica o 
strumenti per bloccare la testa, assicurando così l’arrivo del farmaco a livello gastrico, 
ma queste sono metodiche che presentano alcuni rischi per l’animale quali 
soffocamento, difficoltà respiratorie e stress anche letali se applicati anche per brevi 
periodi (Wimsatt et al., 2008). A seguito di quanto detto, nel presente studio è stata 
preferita la via di somministrazione intramuscolare a seguito di una appropriata 
diluizione al fine di salvaguardare la salute e il benessere dell’animale. 
La farmacocinetica dell'enrofloxacina è stata precedentemente studiata in numerose 
specie animali come cani, gatti, polli, conigli, vitelli, pappagalli, tartarughe e pitoni, 
(Broome et al., 1991, Vancustem et al., 1990, Walker et al., 1992, Giorgi et al., 2013, 
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Ramalingam et al., 2015), dove differenze nei parametri farmacocinetici sono state 
riportate tra i mammiferi e i rettili. E’ noto e ampiamente riportato in medicina 
veterinaria, che i parametri farmacocinetici dello stesso farmaco somministrato alla 
stessa dose e alla stessa via di somministrazione, può variare molto nelle diverse specie 
animali. Nel nostro studio, sono stati osservati valori di tmax medi pari a 1 h e una Cmax 
media pari a 11,916 ƞg/mL ottenuti al dosaggio clinico di 10 mg/kg. Questi valori, ad 
esempio, sono risultati essere leggermente inferiori (Tmax 2,61 h e Cmax 12,360 ± 3103 
ƞg/mL) rispetto ai dati osservati nello studio di Giorgi et al. (2013) sulle tartarughe 
Scripta Scripta, alle quali è stata somministrata una dose di 10 mg/kg di enrofloxacina 
per via intracelomatica. Inoltre, la somministrazione intramuscolare dell’enrofloxacina 
al dosaggio di 10 mg/kg nei pogona Vitticeps è stata rapidamente assorbita ed è stato 
possibile quantificare il farmaco in tutti i campioni di sangue da 30 min fino alle 72 h nel 
gruppo A e fino a 96 h nel gruppo B. Al contrario invece, il suo metabolita attivo, la 
ciprofloxacina, ha mostrato concentrazioni plasmatiche fluttuanti ma comunque molto 
inferiori rispetto all’enrofloxacina, non permettendo quindi una affidabile valutazione 
della farmacocinetica. Dagli studi di farmacocinetica riscontrati in letteratura 
riguardante le tartarughe Caretta Caretta (Jacobson et al., 2005), alle quali sono stati 
somministrati 10 mg/kg di enrofloxacina per via orale, è stato possibile osservare 
concentrazioni plasmatiche di enrofloxacina fino alle 168 h nelle Caretta Caretta. Infine, 
nel presente studio è stata osservata un’emivita media dell'enrofloxacina pari a 20,54 h 
più breve di quella riportata nello studio svolto sulle tartarughe Trachemys Scripta 
Scripta (47,6 h) dopo la somministrazione dello stesso farmaco alla stessa dose di 10 
mg/kg (Giorgi et al., 2013). Da ciò deriva l’importanza di condurre studi farmacocinetici 
specifici per ogni specie animale piuttosto che estrapolare le dosi utilizzate da dati 
riportati in differenti specie animali (Isazar et al., 2013). 
Per quanto concerne la metabolizzazione della enrofloxacina, in numerose specie 
animali, questa viene metabolizzata attraverso una reazione di deetilazione a 
ciprofloxacina, in differenti percentuali. La ciprofloxacina presenta una potenza, 
un’attività antibiotica e uno spettro d’azione simile al farmaco parentale (Walker et al., 
2000). Data l’ampia commercializzazione ed utilizzo dei fluorochinoloni in ambito 
veterinario, sono stati eseguiti molti studi farmacocinetici sull’enrofloxacina e sul suo 
metabolita primario ciprofloxacina nelle diverse specie animali, come per esempio 
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mammiferi e specie acquatiche. Nello specifico, in uno studio di Reo et al., (2001) 
eseguito sulle capre è stato somministrato 2,5 mg/kg di enrofloxacina soluzione 
iniettabile per via intramuscolare. Parametri farmacocinetici hanno evidenziato che 
l’AUC dell’enrofloxacina è stata di 2,09 µg*h/mL mentre per la ciprofloxacina di 0.74 
µg*h/mL. Da questi risultati si evince che a livello endogeno l’enrofloxacina potrebbe 
essere metabolizzata per il 35% a ciprofloxacina, quindi l’azione antibiotica dovrebbe 
essere maggiormente attribuita all’enrofloxacina, mentre la ciprofloxacina è probabile 
che contribuisca all’effetto terapeutico 1/3 rispetto all’enrofloxacina (Reo et al., 2001). 
Per quanto riguarda le specie acquatiche, invece, sono state investigate specie di 
Eriocheir Sinensis (granchio cinese), ai quali sono stati somministrati 5 mg/kg di 
enrofloxacina per via intramuscolare tra il quarto arto e la membrana parietale. I valori 
di AUC per l’enrofloxacina e la ciprofloxacina riscontrati nell’emolinfa sono stati 
rispettivamente 269,24 µg*h/mL e 39,99 µg*h/mL. La percentuale di enrofloxacina 
metabolizzata a ciprofloxacina è risultata del 15 % (Guanghong et al., 2006). Nel nostro 
studio, una piccola quantità, circa il 5% di ciprofloxacina è stata ritrovata nei pogona 
Vitticeps e ciò è in linea anche con un recente studio effettuato sulle tartarughe 
Trachemis Scripta Scripta, alle quali è stata somministrata una singola dose di 10 mg/kg 
di enrofloxacina per via intracelomatica, mostrando quindi che la ciprofloxacina ha 
contribuito solo il 5% dell’azione antibiotica rispetto al farmaco parentale (Giorgi et al., 
2013). Questo comportamento potrebbe essere dovuto alla saturazione del 
metabolismo riconosciuto più lento sia nei Pogona Vitticeps che nelle tartarughe, 
rispetto ad altre specie animali (Ertl, Winston, 1998, Giorgi et al., 2013). Nello specifico, 
il metabolismo di fase I della maggior parte degli xenobiotici avviene grazie ad una 
superfamiglia enzimatica molto numerosa, ovvero il citocromo P450, che fa parte della 
classe delle monoossigenasi. Il ruolo di questo sistema enzimatico è stato ampiamente 
studiato nei mammiferi (Ortiz de Montellano, 1995), mentre scarsa attenzione è stata 
riservata per i rettili. In uno studio di Ertl&Winston (1998), è stato osservato che nei 
rettili le famiglie di citocromi P450 (CYP) maggiormente espresse sono la CYP1A e la 
CYP2B, mentre l’enrofloxacina è metabolizzata a ciprofloxacina grazie ad una reazione 
di deetilazione che avviene tramite il CYP3A che sembra essere poco espresso nei rettili 
(Vaccaro et al., 2003). Da ciò se ne deduce che il basso livello di ciprofloxacina 
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riscontrato nei Pogona Vitticeps possa essere dovuto alla carenza di espressione del 
citocromo P450 3A, che potrebbe aver quindi metabolizzato poco l’enrofloxacina. 
In uno studio di Sylvester et al., 2013, sono state prese in considerazione le iguane 
che, come i Pogona Vitticeps, sono spesso identificate come serbatoi di molti batteri 
inclusa la Salmonella. spp (Hale et al., 2012). Il loro monitoraggio è essenziale per 
comprendere le dinamiche dello sviluppo di questo batterio ed evitare che questi 
possono essere patogeni per l’uomo, essendo anche l’iguana considerato un animale 
domestico. L’identificazione dei sottotipi di Salmonella in molti animali può fornire 
importanti informazioni sulle possibili fonti di infezione per l'uomo e le possibili vie di 
trasmissione. Nello specifico nello studio di Sylvester et al., 2013 sono state esaminate 
62 iguane e 34 (59%) sono risultate positive alla Salmonella, dimostrandosi inoltre 
resistenti ai fluorochinoloni, mentre nel nostro studio, in tutti gli animali presi in 
considerazione la percentuale di isolamento per la Salmonella è stata del 100%. 
Per quanto riguarda il nostro studio farmacodinamico è stato possibile isolare diversi 
ceppi di Salmonella spp., ma anche di E.coli, Protus. spp e Pseudomonas che hanno 
mostrato una iniziale sensibilità volta poi ad una parziale o totale resistenza 
all’enrofloxacina, fatta eccezione per il Protus. spp isolato solo in un animale che ha 
evidenziato un’immediata resistenza al farmaco. Nello specifico il batterio Salmonella 
enterica sottospecie 3a sensibile ha mostrato una sensibilità a tutti i tempi sperimentali 
non mostrando tuttavia una eliminazione batterica totale. Il test One Way ANOVA con 
post test di Kruskal Wallis ha messo in evidenza una differenza statisticamente 
significativa nei confronti di Salmonella enterica sub 3a sensibile alla enrofloxacina 
rispetto a tutti gli altri ceppi batterici isolati in quanto sempre isolata in grandi quantità 
in tutti i tempi sperimentali. Questo andamento ovviamente contrasta con il concetto di 
sensibilità del batterio al farmaco in esame. Questo può essere dovuto al dosaggio di 
enrofloxacina troppo basso o alla possibilità che una singola somministrazione di 
farmaco non sia sufficiente per l’eliminazione completa dei batteri anche se risultati 
sensibili al farmaco in questa specie animale. 
Un andamento altrettanto anomalo è stato osservato per l’ E. Coli isolato inizialmente 
come sensibile alla enrofloxacina fino alle 24h ma successivamente, alle 48h, è stato 
isolato come E Coli resistente. Anche in questo caso l’andamento particolare potrebbe 
essere giustificato da un basso dosaggio di farmaco o dalla necessità di somministrazioni 
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ripetute per evitare la formazione di resistenza da parte dei batteri in questa specie 
animale
  
 
 
 
6. Conclusioni 
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6.1 Marbofloxacina 
Dalla seguente sperimentazione è stato possibile affermare che la marbofloxacina 
somministrata per via intracelomatica nelle tartarughe Trachemis Scripta è in grado di 
raggiungere alte concentrazioni di farmaco rapidamente individuabili nel plasma della 
tartaruga per tutti e tre i differenti dosaggi. Sono stati evidenziati andamenti cinetici 
significativamente differenti rispetto a quelli riportati nei mammiferi che ne suggerisce 
la necessità di effettuare studi specie-specifici al fine di ottenere una posologia specifica 
per la specie di interesse. La cinetica di eliminazione lunga della marbofloxacina nelle 
tartarughe Trachemis Scripta permette somministrazioni meno frequenti di farmaco 
rispetto ad altre specie mammifere, ma è necessaria una maggiore attenzione per la 
presenza di residui nel caso di allevamento di tartarughe a scopo alimentare. Inoltre 
sono richiesti ulteriori approfondimenti sui tempi di sospensione e LMR, al fine di 
salvaguardare anche la salute del consumatore. Una singola somministrazione di 
marbofloxacina al dosaggio di 2 e 10 mg/kg ha mostrato una certa efficacia nei confronti 
dei i batteri isolati dai tamponi cloacali di E.Coli. Contrariamente, 0.4 mg/kg di 
marbofloxacina non sono risultati ottimali per la comparsa di E.Coli resistente al T96 h. 
Infine, la comparsa di ceppi di Salmonella spp resistente al T48 h per quanto riguarda il 
gruppo A (0.4 mg/kg) ed a T72 h per quanto riguarda i restanti gruppi suggerisce come 
una singola somministrazione di farmaco sia risultata di scarsa efficacia ed evidenzi un 
possibile rischio di indurre resistenza nei batteri che potrebbero essere potenzialmente 
patogeni per l'uomo. 
 
6.2 Enrofloxacina 
Dalla seguente sperimentazione si può affermare che una singola somministrazione di 
enrofloxacina alla dose di 10 mg/kg nei Pogona Vitticeps fornisce un profilo 
farmacocinetico caratterizzato da un assorbimento rapido ed una fase di eliminazione 
lenta. Sono stati evidenziati andamenti cinetici significativamente differenti rispetto a 
quelli riportati in altre specie animali che ne suggeriscono la necessità di effettuare studi 
specie-specifici al fine di ottenere una posologia specifica per la specie di interesse. 
Infine, una singola somministrazione di enrofloxacina alla dose di 10 mg/kg non è 
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risultata efficace per la comparsa di ceppi batterici resistenti al farmaco, evidenziandone 
un possibile rischio sia per l’animale che per l’uomo. 
Questi due studi hanno quindi fornito alcune informazioni orientate ad un uso razionale 
dei fluorochinoloni in animali esotici, non solo per raggiungere un obiettivo terapeutico 
ma anche per evitare la resistenza agli antibiotici al fine di salvaguardare la salute degli 
animali e dell’uomo stesso.
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